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RÉSUMÉ 
Au cours de ces dernières années, le laboratoire du Dr Burelle s'est intéressé au rôle 
des dysfonctions mitochondriales dans la pathogenèse de la DMD [ 1-4]. Les déficits 
énergétiques mitochondriaux observés dans le modèle murin de la DMD (souris mdx) 
[5-7], les taux élevés de stress oxydatif [8, 9] et les perturbations de l'homéostasie 
calcique [ 10-13] ont permis de déterminer l' importance des dysfonctions 
mitochondriales dans cette pathologie mais également de mettre en valeur l'intérêt 
des interventions thérapeutiques visant à optimiser les fonctions mitochondriales. 
Par ailleurs, il est de plus en plus reconnu que l'équilibre entre la dégradation et la 
biogenèse des mitochondries est un aspect à prendre en considération dans l 'étude de 
la fonctionnalité de ces organelles. L'autophagie est un mécanisme cellulaire majeur 
dans le processus d'élimination des protéines endommagées et des organelles 
dysfonctionnelles telles que les mitochondries. Or des études récentes montrent que 
]'autophagie est insuffisante dans le muscle dystrophique [3 , 14, 15] et que la 
stimulation de ce processus permet une amélioration des fonctions mitochondriales et 
du phénotype musculaire en général. Le processus de dégradation spécifique des 
mitochondries, la mitophagie [16], et son rôle dans le muscle strié squelettique sont 
quant à eux encore peu décrits. 
Dans le cadre de ce mémoire de maîtrise, nous avons donc réalisé un croisement 
génétique de la souris dystrophique mdx avec deux modèles murins dans lesquels le 
processus autophagique est perturbé. Le premier modèle présente une inactivation 
partielle de l'expression du gène codant pour la protéine NAFl (Nutriment-
deprivation autophagy factor-1 ), une protéine agissant comme un répresseur 
endogène de la macro-autophagie capable de dégrader des mitochondries ainsi que 
plusieurs constituants cellulaires. L'objectif de ce croisement est donc d ' accroître 
!' autophagie dans le muscle dystrophique afin d'examiner l'impact sur le phénotypes 
mitochondrial. Le second modèle présente quant à lui une inactivation totale de 
l'expression du gène Park2 codant pour la protéine PAR.KIN, une E3 ubiquitine 
ligase récemment impliquée dans la mitophagie. L'objectif de ce croisement est donc 
d'examiner plus spécifiquement le rôle d'une inhibition de la mitophagie sur le 
phénotype et mitochondrial. 
Mots-clefs: DMD, Muscle, Autophagie, Mitophagie, Park2, Nafl. 
INTRODUCTION 
CHAPITRE I 
LA DYSTROPHIE MUSCULAIRE DE DUCHENNE 
1.1 description de la maladie 
La Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) a été pour la première fois décrite en 
1858 par le Dr Guillaume Duchenne [17]. 
La DMD est une maladie génétique infantile morbide. Un enfant mâle sur 3300 nait 
avec ce désordre génétique[18]. Cette maladie est due à une mutation du gène de la 
dystrophine, une protéine de structure majeure du muscle strié squelettique (figure 
1.1 ). 
Normal Dystrophin-Glycoprotein Complex DMD patients I mdx mouse 
0000000 
0 g° F-Acbn 
Figure 1.1 
Cytœoi 
Localisation cellulaire de la dystrophine. Tiré de Molecular 
pathophysiology of myofiber injury in deficiencies of the dystrophin-
glycoprotein complex. Am J Phys Med Rehabil. Petrof B.J. 2002 
2 
La mutation intervient dans le chromosome X au locus p2 l .2 sur l'un des plus grands 
gènes (2,2 Mb) de l'ADN humain. De ce fait 99,8% des femmes porteuses de cette 
mutation ne présentent aucun symptôme. De rares désordres génétiques au niveau de 
l'inactivation du chromosome X, peuvent entrainer un phénotype musculaire 
caractérisé de faible à grave, bien que cette hypothèse ne soit pas relayée par toute la 
littérature [ 19]. 
Plusieurs types de mutation peuvent avoir lieu : la substitution, la délétion et la 
duplication. Ces mutations modifient le cadre de lecture menant à une traduction 
erronée, ou à l'introduction d'un codon stop qui termine la transcription, provocant 
l'absence d'ARN ou d'un ARN tronqué. 
Les troubles associés à cette maladie se présentent de manières chronologiques et 
localisées avec une progression disto-proximale. Les premiers signes cliniques 
apparaissent vers l'âge de 3 ans, et consistent en une hypertrophie des mollets, une 
3 
démarche anormale, et un syndrome de Gowers (figure 1.2), soit une parésie de la 
musculature proximale des membres inférieurs [20]. 
La dégradation de l'état de santé de l'enfant s'accélère entre 6 et 12 ans. La perte de 
masse musculaire mène à l'incapacité de marcher tandis que la rigidification des 
tendons entraine des modifications de la posture, tel qu'une scoliose ou une cyphose. 
Lorsque la faiblesse musculaire atteint le tronc, apparaissent alors des troubles 
respiratoires et une faiblesse cardiaque entrainant la mort. L'espérance de vie des 
patients est en moyenne de 20 ans [21]. 
A B c 
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Figure 1.2 Représentations photographiques (A) et esquisses (B) de Joseph 
Sarrazin, premier cas identifié par Duchenne, issues de «Duchenne G.B.A, 
Album de photographes pathologiques. Paris : Baillière ; 1862 ». Représentation 
photographique du syndrome de Gowers (C), montrant l'incapacité de l'enfant à 
se lever à l'aide de ses jambes uniquement, issues de« Dejerine J, Trouble de la 
motilité. Sémiologie des affections du système nerveux. Paris : Masson; 1914 » 
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1.2 Traitements et avancées dans le domaine 
Il n'existe pas aujourd'hui de traitement capable de guérir les patients, mais des 
méthodes permettant de retarder la progression de la maladie ou de soulager les 
patients [22] telles que les traitements aux corticostéroïdes, le port d' orthèses ou la 
kinésithérapie. Les traitements aux corticostéroïdes sont limités dans le temps dus à 
l' accoutumance des doses mais également aux effets secondaires (surpoids, 
dommages gastriques, ostéoporose, glaucome et cataracte). Le port d'orthèses et la 
kinésithérapie ne préviennent que peu l'apparition des symptômes. L'entrainement 
physique en endurance ou en résistance, permet aussi de renforcer la musculature et 
de prolonger la fonctionnalité musculaire des patients sans endommager les 
muscles[23, 24]. 
Depuis 1951, plus de 7800 articles ont été publiés dans des journaux scientifiques, 
démontrant ainsi l'intérêt du milieu médical et de la recherche scientifique de 
comprendre et traiter cette maladie. Malgré tous les efforts combinés aucune solution 
satisfaisante n'a pu être trouvée, mais grâce au progrès de la génétique, de 
l'approfondissement des connaissances physiologiques et métaboliques, la recherche 
avance vers une résolution de la pathologie. 
De ces constats, deux modèles de souns ont été développés afin d'aider à la 
compréhension des mécanismes de la DMD, le modèle mdx et le modèle mdx-utrn_1_. 
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En 1984, Bulfield [25] décrit le modèle de souris mdx. Cette souns est, comme 
l'Homme atteint de DMD, dépourvue de la dystrophine mais ne présente pas les 
mêmes symptômes que la DMD à cause de l'expression importante du gène de 
l 'utrophine chez la souris. L 'utrophine est une protéine de structure, capable de 
remplacer la dystrophine. Chez l'Homme, elle est localisée au niveau de la jonction 
neuromusculaire et sa faible expression ne permet pas de compenser l' expression 
déficiente de la dystrophine. 
Les souris mdx vont subir des phases de nécroses musculaires accrues entre 3 et 6 
semaines suivies d'une phase de régénération achevée vers 12 semaines. Vers 10 
mois elles présentent un début de cardiomyopathie, et de changements 
morphologiques. Ainsi, il est imp01tant de considérer que la chronologie de la 
maladie chez la souris mdx est fortement décalée par rapport à celle chez l'Homme 
(figure 1.3). Bien que ce modèle ne soit pas parfait, il reste le plus utilisé et permet 
une meilleure compréhension des phénomènes qui se produisent chez l'Homme. 
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Les étapes clefs du développement de la maladie chez l'Homme (en noir). Dès 3 
ans, apparition des premiers signes, et perte de la masse musculaire des jambes; de 
7 à 12 ans une perte drastique des fonctions de la marche, scoliose, et problème s 
respiratoires ; À partir de 12 ans une cardiopathie létale vers l'âge de 20ans. Chez la 
souris (en vert) un pic de nécrose musculaire entre 3 et 6 semaines suivit d'une 
régénération complète à 12 semaines. Vers 10 mois l' apparition des premiers signes 
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Figure 1.3 Parallèle entre l'étiologie de la DMD chez l'Homme et le modèle 
de souris mdx 
Toutefois, afin de palier au problème de compensation de l'utrophine, une lignée 
transgénique issue du génie génétique a été développée par Deconinck en 1997 [26]. 
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Cette nouvelle lignée appelée mdx-utm-1-, présente à la fois le génotype mdx et 
l'absence d'utrophine. Ces souris présentent un phénotype sévère qui les rend 
difficiles à maintenir en vie au-delà de 4 mois limitant la période dans laquelle elles 
peuvent être étudiées. 
Grâce à ces modèles, on peut répertorier en 2014, cinq nouvelles thérapies novatrices 
qui, grâce aux progrès de la recherche médicale et pharmaceutique, sont au stade des 
essais cliniques. Ces traitements sont, le traitement viral, le TCRT (Termination 
codon read-through), « l 'exon skipping », l' augmentation des niveaux d'utrophine et 
le « Knock-in » par recombinaison homologue [27-30]. Malgré des résultats 
prometteurs, les comités d'éthique sont très réticents à la modification, même 
ponctuelle, du génome humain, à cause du peu de recul dont la science dispose 
aujourd'hui concernant les effets secondaires potentiels. 
Le traitement viral consiste à infecter le patient d'un virus modifié qui, une fois 
intégré, transcrira l 'ARN d'une « mini-distrophine » pour remplacer la protéine 
manquante. Cette technique présente beaucoup de limitation technique, notamment la 
taille de l'insert, la réaction immune du patient et la potentielle faible longévité du 
traitement. 
Le TCRT (Termination Codon Read Through) est une technique mise au point pour 
passer outre les codons stop, et ainsi continuer la transcription des ARN. Dans 15% 
des cas de DMD, il s'agit de l'apparition d'un codon stop au milieu de la séquence 
d' ADN, impliquant un arrêt précoce de la transcription, menant à l'impossibilité de la 
traduction d'une protéine fonctionnelle . La contrindication majeure des traitements 
TCRT est la toxicité des produits chimiques utilisés [22, 30]. 
« L 'exon skipping », est en terme de technologie, une des technique de thérapie 
génique les plus avancée. Dans le cas d'un mauvais alignement du cadre de lecture, le 
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passage d'un ex on spécifique, permet de réaligner la séquence et ainsi de produire 
une protéine fonctionnelle bien que tronquée [27, 29] . 
Le « Knock-in » par recombinaison homologue est une technique de chirurgie 
génétique extrêmement novatrice. Avec le concours d'endo-nucléases de synthèses, la 
partie mutée de l 'ADN va être excisée, puis grâce à un lentivirus, un nouveau brin 
d' ADN complémentaire sera présenté au lieu de l'excision et introduit dans le 
génome [28]. 
Ces modèles ont également permis de confirmer les observations menées chez 
l'Homme et d'approfondir les connaissances à des niveaux moléculaires . 
Plusieurs théories ont été émises quant aux mécanismes pathogéniques de la DMD et 
un consensus s'est bâti autour de quatre mécanismes résumés par Petrof [31] comme 
suit, l'affaiblissement du sarcolemme par les contraintes mécaniques, les messages 
cellulaires aberrants, la déstabilisation de la balance calcique et enfin l'augmentation 
du stress oxydant. 
Premièrement, après la découverte de la dystrophine et de sa localisation sub-
sarcolemmale [32, 33] , les travaux d'Edwards [34] ont permis de voir émerger la 
théorie des dommages mécaniques qui explique les dommages musculaires des fibres 
déficientes en dystrophine par les contraintes mécaniques subies. Ces dommages 
entrainent des modifications de la structure du muscle et perturbent notamment 
l'organisation des mitochondries, des organelles essentielles à la contraction 
musculaire. Cette théorie de la mécano-transduction permet d'expliquer une partie 
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des dommages rencontrés chez l'Homme [35, 36] et l'animal [37-43] bien qu'elle ne 
fasse pas l'unanimité [41-43]. 
Deuxièmement la messagene cellulaire est affectée à plusieurs mveaux. La 
dystrophine fait partie du complexe Dystrophine-Glycoprotéines et se fixe au niveau 
de la matrice extracellulaire aux ~-dystroglycanes [ 44] où elle interagit avec de 
nombreuses protéines responsables de signaux cellulaires. La calmoduline [45], dont 
l'interaction avec le calcium permet d'activer de nombreuses voies métaboliques 
comme la glycogénolyse par l'activation de la phosphorylase kinase (Phk) [46, 47] et 
des canaux ioniques importants [ 48], trouve son expression fortement augmentées 
chez les patients DMD [49]. L'aggravation des symptômes lors de l'inhibition de 
cette voie de signalisation [50] suggère un mécanisme compensatoire. 
La nNOS (neuronal ni tric oxide synthase) [ 51] est une enzyme responsable de la 
synthèse de NO, un messager cellulaire essentiel sous contrôle du calcium et de la 
calmoduline [52]. Le NO régule de façon adaptative l'apport d'oxygène aux 
mitochondries [53] et inhibe l'activité de la chaîne respiratoire au niveau du 
complexe IV en réponse à l'hypoxie [54] afin de limiter les dommages oxydatifs [55]. 
Ce système compensatoire est inhibé en l'absence de dystrophine du fait de la 
délocalisation membranaire de la nNOS vers le cytosol où son activité est fortement 
réduite chez l'Homme comme chez l'animal [56] 
Troisièmement la dérégulation calcique [49, 57-60] est un point important dans la 
pathogenèse de la DMD, bien que ces résultats ne soient pas confirmés par toutes les 
études tant chez l'Homme que chez l'animal [61-64]. Si une perturbation généralisée 
de l'homéostasie calcique est sujette à débats, les influx aberrants de calcium ont eux 
été clairement identifiés. Cette perméabilité accrue au calcium est due aux dommages 
10 
mécaniques subit par les fibres, une perte de fonctions du réticulum sarcoplasmique 
(RS) [65] et l'altération de la fonction de canaux calciques [66-69]. 
L'absence de dystrophine dans le muscle strié squelettique humain entraine la 
déstabilisation des triades [70, 71] mise en évidence par l'observation de 
l'anastomose du tubule T, du réticulum et de l'espace extracellulaire [72]. De plus on 
constate une modification des propriétés du réticulum sarcoplasmique [65], 
notamment une diminution de la capacité de rétention calcique basale et maximale. 
Toutefois l'efficacité de rétention calcique, mesurée comme le rapport du pompage 
de calcium sur l'activité ATPase n'est pas modifiée (figure 1.4). 
Il a également été constaté des fuites de calcium par certains canaux 1omques 
sensibles aux déformations mécaniques (SAC Stretch-activated channel) chez les 
souris mdx et chez l'Homme [66-69]. L'entrée aberrante de calcium suite à la rupture 
des membranes stimule la calpaine, une protéase qui sous contrôle du calcium 
dégrade les SACs et provoque ces fuites calciques [73 , 74].Ce phénomène est 
exacerbé par la boucle de rétrocontrôle positif de relargage calcique. 
Ces modifications structurelles et fonctionnelles entrainent une déstabilisation de 
l'homéostasie calcique [57, 75-77] aux abords du réticulum sarcoplasmique où se 
trouvent en grande quantité les mitochondries [78]. Bien que ces organelles aient la 
capacité de capter le calcium afin de maintenir l'homéostasie calcique [79] , les flux 
calciques anormaux augmentent les dommages oxydatifs suite à l'activation de la 
chaîne respiratoire et stimulent l'ouverture du pore de perméabilité menant à la 
destruction des mitochondries [80]. La libération du calcium mitochondrial alimente 
alors le phénomène de déstabilisation de l'homéostasie calcique. 
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TABLE 3. Studies on Fragmented Sarcoplasmic Reticulum. 
CASE No. CALCIUM UPTAKE ATPASE ACTIVITY EFFICIENCY 
CA .. /Pl 
INITIAL TOTAL 
RATE* UP'TAKE 
µ.moles of µ.moles of fl.Pi, µ.moles/ 
calcium/mg calcium/mg mg of proteinf 
of proteinf of proteinf min 
min 15 min 
Duchenne dystrophy: 
1 .08 .46 .29 .28 
2 .16 .28 .23 .70 
3 .09 .37 .21 .43 
4 .35 1.38 .29 1.20 
5 .43 .43 
6 .20 .73 .40 .50 
7 .30 .96 .47 .64 
8 .13 .82 .73 .18 
Mean - .19±.04 .68 ± .13 .38 ± .06 .56:t .13 
S.E.M. p<.01 p< .001 p<.001 p<.40 
Myotonic dystrophy: 
1 .60 3.10 1.20 .50 
2 .60 2.10 .26 2.31 
3 .52 1.76 .46 1.11 
4 .41 1.50 .83 .49 
Mean - S.D. .53 ± .09 2. 12 ± .68 .69 ± .42 1.10 ± .43 
p<.02 p>.80 p>.40 p<.2 
15 Normal .38 ± .03 2.04 ± .15 .84 ± .04 .43 ± . 15 
patients 
•over lst 2112 min of uptake . 
Figure 1.4 Modifications des paramètres fonctionnels du réticulum 
sarcoplasmique dans un contexte myopathique. Tiré de Biochemical 
Abnormalities of the Sarcoplasmic Reticulum in Muscular Dystrophy. The new 
England journal of medicine.Samaha Frederick J. 1969 
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Finalement le stress oxydant est également une source de dommages pertinent à 
considérer dans un contexte dystrophique [81-84]. Les évidences d'un haut taux de 
dommages oxydatifs chez les patients atteints de DMD comme chez les souris mdx, 
tant en termes de dommages [8, 85-87] que de réponses des systèmes antioxydants [8 , 
87, 88] tendent à montrer que les ROS (reactive oxygen species) tiennent une place 
importante dans la pathogenèse de la DMD. Ces ROS peuvent provenir de plusieurs 
sources dont en premier lieu le système immunitaire recruté au niveau des zones de 
nécrose. 
En effet NF-KB (Nuclear factor Kappa B) est un facteur de transcription des 
cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a (Tumor necrosis factor a) dont 
l'activité est fortement augmentée dans un contexte de DMD [89]. Or TNF-a est 
connu pour stimuler la production de ROS mitochondriale [90]. De plus les 
macrophages largement présent dans les muscles de souris mdx sont capables in vitro 
de lyser des myotubes par un mécanisme radicalaire [91] et leur inactivation permet 
de limiter cette destruction [92]. Enfin les ROS produit par les neutrophiles et 
macrophages présents dans des zones de nécrose, sont habituellement pris en charge 
par le NO provenant de la Nitrique Oxyde Synthase neuronale (nNOS) [93] dont 
l' activité est considérablement diminuée avec la perte d'expression de la dystrophine. 
La nNOS est une enzyme produisant de l'oxyde nitrique, un messager et un 
antioxydant cellulaire important qui se fixe indirectement sur la dystrophine via l'a-
syntrophine [94]. Cette enzyme génère également en présence de l'anion super-oxyde 
des peroxy-nitrites (RNS) agissant comme des ROS. En l'absence de la dystrophine, 
cette enzyme est délocalisée dans le cytosol et peu active [94] entrainant la 
diminution et la délocalisation de la production de NO. 
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Toutefois, bien que la gravité de la pathologie soit corrélée à l'absence de cette 
enzyme [95], ni sa délocalisation [96] ni la production de RNS [97] n'entrent 
directement dans la pathogenèse de la DMD. Il a été démontré que le rétablissement 
des taux de N02 ainsi que la stimulation de la NOS par son substrat la L-Arginine 
chez les souris mdx permettent de diminuer le dommage oxydatif et l' inflammation, 
mais aussi de stimuler la régénération et 1 'activation des cellules satellites [98-1 OO]. 
De plus, la stimulation de la nNOS par l'implantation d'un transgène sur un fond 
mdx, permet de limiter l'invasion de macrophages, de diminuer les dommages 
cellulaires et d'améliorer le phénotype musculaire [92]. Trois mécanismes sont 
proposés pour expliquer les améliorations suivants la stimulation de l'enzyme ou 
l'augmentation des taux de NO, la stabilisation de l'utrophine à la membrane [101, 
102], l'effet antioxydant du NO mais également sa fonction de messager cellulaire 
auprès des macrophages [92]. 
Une autre enzyme, la NAD PH-oxydase, présente également un potentiel oxydatif fort 
[103] dans le contexte de la DMD [104] et chez la souris mdx, où l'expression de ses 
sous-unités catalytiques et régulatrices [97, 105] ainsi que son activité sont fortement 
augmentées dans le cœur [105] et le muscle strié squelettique [84]. 
Les influx aberrants de calcium constatés déclenchent la production de ROS 
endogènes [88, 106] par les mitochondries [~]. 
Il a aussi été constaté qu'en plus d'une forte production de ROS, les fibres 
musculaires présentent une plus grande fragilité face au stress oxydant [107, 108] dès 
les premiers stades chez la souris mdx en particulier [8]. 
Les traitements aux antioxydants diminuent l'inflammation, favorisent la 
régénération des tissus musculaires et diminuent l'impact des dommages [109-112] 
confirmant le rôle des ROS dans la pathogenèse de la DMD. Toutefois certaines 
études [2] dont des études cliniques ne retrouvent pas ces résultats [113, 114] 
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suggérant ainsi que les dommages oxydatifs ne soient qu'une étape dans la cascade 
d'évènements pathogéniques. 
La mise en place de la pathologie de la DMD est donc un mécanisme multifactoriel et 
séquentiel initié par la fragilisation de la membrane plasmatique due à l'absence de 
dystrophine et la modification de la messagerie cellulaire, menant à une 
déstabilisation de l 'homéostasie calcique et de la production de ROS. Tout au long de 
ce mécanisme, les mitochondries subissent des dommages structuraux et l 'étude des 
modifications de leurs capacités fonctionnelles est nécessaire pour la compréhension 
du rôle des mitochondries dans la pathogenèse de la DMD. 
CHAPITRE II 
BIOLOGIE MITOCHONDRIALE ET SON RÔLE DANS LA PA THOGENÈSE DE 
LADMD 
Plusieurs évidences expérimentales obtenues tant chez l'animal que chez l'Homme 
ont démontré l'existence de dysfonctions mitochondriales multiples dans Je muscle 
dystrophique [3, 5, 115-121]. De plus, des études récentes, portant principalement sur 
des modèles animaux de la DMD, ont démontré que des approches pharmacologiques 
ou génétiques visant à limiter les dysfonctions mitochondriales permettaient de 
ralentir la pathologie musculaire [3 , 122-124]. La section qui suit présente donc un 
bref rappel des fonctions mitochondriales pertinentes ainsi qu 'une revue des preuves 
supportant le rôle des dysfonctions mitochondries dans la pathogenèse de la DMD. 
2.1 Les fonctions mitochondriales en situation physiologique 
La mitochondrie est une organelle endosymbiotique issue d'une archéobactérie 
aérobie. Semi-autonome, elle possède son propre ADN (ADNmt), constitué d 'un 
double brin circulaire de 16,6 Kb, codant pour 13 protéines, 2 ARNr (12S et 16S) et 
22 ARNt. 
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Elle se compose de deux membranes phospholipidiques, la membrane externe et la 
membrane interne séparant le cytosol, l'espace inter-membranaire (EIM) et la matrice 
mitochondriale. 
2 .1.1 Production d' energie 
Cette organelle a pour charge majeure dans la cellule de fournir l'énergie nécessaire à 
son fonctionnement. Pour se faire, la mitochondrie utilise les substrats énergétiques 
issus de la glycolyse [ 125] et de la beta-oxydation [ 126], des acide-gras via le cycle 
de Krebs. Une chaîne de transporteurs d'électrons au sein de laquelle se déroule une 
cascade de réactions d'oxyde-réduction des substrats permet de générer un gradient 
de proton entre l 'EIM et la matrice mitochondriale. Cette chaine se compose de 
quatre complexes, enchâssés dans la membrane interne dont les multiples sous-unités 
sont encodées par l' ADN nucléaire (nDNA) et /ou l' ADN mitochondrial (mtDNA) 
(Tableau 2.1 ). 
Tableau 2.1 Tableau de l'origine des protéines des complexes de la chaîne 
respiratoire et de l' A TP synthase 
Comolexes 1 Il Ill IV 
-NADH ubiquinone Succinate Ubiquinone Cytochrome c 
oxydoreductase dehydrogenase cytochrome c oxidase 
Nom - NADH deshydrogenase {SDH) réductase {COX) Fl-Fn ATP svnthase 
Notation EC 1.6.5.3 EC 1.3.5.1 EC 1.10.2.2 EC 1.9.3.1 Ec.3.6.3.14 
40-50 (stoechiometrie 
Nombres de oroteines 44 4 22 !dimère de 11' 14 !dimère de 71 variable l 
Nombres de protéines 
mitochondriales 7 0 1 3 2 
Nombres de protéines 
nucléaires 37 4 10 4 13 
Poids moléculaire en kDa 800 130 300 200 550-650 
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Cette chaîne est composée de la NADH ubiquinone oxydo-réductase (CI) dont le 
substrat est le NADH, la succinate déshydrogénase (SDH, CII) qui a pour substrat le 
F ADH, l'ubiquinone cytochrome C réductase (CHI) qui transfère les électrons de 
l'ubiquinone au cytochrome C et enfin la cytochrome C oxydase (COX, CIV) qui 
utilise les électrons pour catalyser la réaction finale menant à la consommation 
d'oxygène et la production d'eau (Figure 2.1 ). 
Le gradient de proton généré par la chaîne respiratoire se traduit en deux composantes 
majeures, un gradient chimique et un gradient électrique qui génèrent un potentiel de 
membrane (L\\jfm) qui est utilisé comme moteur pour de multiples mécanismes de 
transport actif au sein de la mitochondrie ainsi qu'à la synthèse d'ATP au niveau de la 
Fo-F 1 ATP synthase. 
H+ 






Ubiquinone ou CoQ 
Cytochrome C 
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Figure 2.1 Représentation schématique de la chaÎne respiratoire. Inspiré 
de Mitochondrial ion channels: gatekeepers of life and death. Physiology. 
O'Rourke B. 2005 
Ce potentiel de membrane est d'environ 160 m V auxquelles s' ajoutent environ 60 
m V associé au gradient de pH (~pH) entre les milieux inter et intra-membranaires. 
Ce potentiel électrique attire à la mitochondrie de nombreuses molécules chargées 
positivement dont le Ca2+. Les entrées de calcium ont pour conséquences une 
modification du potentiel de membrane associée à une augmentation de l' activité de 
la chaîne respiratoire. Les mitochondries possèdent des transporteurs de calcium afin 
de réguler leur homéostasie calcique et par extension celle de la cellule. 
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2.1.2 Homéostiasie calcique 
Les signaux calciques sont au niveau de la cellule un messager secondaire important 
notamment dans le phénomène de contraction musculaire et d ' apoptose. La 
mitochondrie a un rôle de tampon, grâce à sa capacité de stockage du calcium qui 
permet de limiter la concentration cytosolique en cas d'augmentation massive de la 
concentration calcique. Dans la mitochondrie, le calcium agit également comme un 
stimulateur des voies métaboliques productrices d' énergie, permettant ainsi un 
couplage du métabolisme avec les processus consommateurs d' ATP dépendants du 
Ca2+. Toutefois, lorsque la capacité de rétention est excédée, la mitochondrie relargue 
le calcium en ouvrant son pore de transistion de perméabilité. La décharge calcique et 
le relargage cytosolique de certains facteurs comme le cytochrome C suivant 
l'ouverture du pore par la mitochondrie, contribuent à l'initiation de mécanismes 
apoptotiques et nécrotiques. 
2.1.3 Stress oxydant 
La respiration mitochondriale est également source de stress oxydant [ 127]. 
Différents mécanismes de fuite d'électrons mènent à la génération d'anion super 
oxyde qui potentiellement peuvent endommager protéines, lipides et ADN. Ces ROS 
sont pris en charge par des enzymes anti-oxydantes dont la MnSOD, la 
peroxyredoxine ou la Glutathion reductase afin de les changer en H20 2. Ce système 
de détoxification peut néanmoins être dépassé par une production trop importante de 
ROS, c'est alors qu'on parle de stress oxydatif. 
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L'anion super-oxyde peut être également transformé par la Nitric Oxyde Synthase 
(NOS) en radical libre nitré, tels les peroxy-nitrites. 
Les ROS comme les RONS présentent un risque de dommage oxydatif à des niveaux 
élevés mais lorsque ces derniers sont présents à de plus faibles niveaux, ce sont des 
messagers cellulaires essentiels. 
2.1.4 Mort cellulaire 
De forts taux de stress oxydatif, une augmentation importante du calcium 
intracellulaire, et une dérégulation mitochondriale peuvent mener à la libération de 
facteurs pro-apoptotiques et initier le processus de mort cellulaire. Dans ce processus 
la mitochondrie libère du cytochrome C, et déclenche une cascade de réactions 
enzymatiques conduisant au programme apoptotique et nécrotique [128, 129]. 
D'autres mécanismes indépendant de la rupture de l'intégrité membranaire des 
mitochondries permet d'initier l'autophagie par la libération de facteurs pro-
apoptotiques dans le cytosol [130, 131]. 
La mitochondrie est donc une organelle essentielle de la cellule, responsable de la 
production d'énergie, du maintien de l'homéostasie calcique et d'une part importante 
de la messagerie cellulaire. En situation physiopathologique elle est également 
responsable de dommages oxydatifs et de l'initiation de la mort cellulaire 
apoptotique. De manière intéressante, le déficit énergétique, le stress oxydant et la 
perturbation de l 'homéostasie calcique sont des phénomènes retrouvés dans le muscle 
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dystrophique [106, 115, 118], suggérant que les mitochondries représentent des cibles 
et des sources de dommages. 
2.2 Rôle de la mitochondrie dans la pathogenèse de la DMD 
Plusieurs études se sont spécifiquement intéressées à caractériser la fonction 
mitochondriale dans le muscle dystrophique. De manière schématique, les études 
disponibles se sont concentrées sur 1) l'aspect bioénergétique et métabolique, 2) le 
stress oxydant et 3) l'homéostasie calcique et la signalisation de la mort cellulaire. 
2.2.1 Les dysfonctions énergetiques et métaboliques 
Chez l'Homme, bien que des analyses en Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) 
n'aient pas permis de clairement mettre en évidence une dysfonction 
mitochondriale dans le muscle de patient DMD [132], plusieurs études utilisant des 
techniques plus directes ont mis en évidence des défauts de phosphorylation 
oxydative [115-117]. Toutefois ce défaut ne se retrouve pas dans des formes moins 
graves de dystrophinopathies comme la dystrophie musculaire de Becker 
(DMB)[133]. 
Ces mêmes défauts se retrouvent chez l'animal au niveau des complexes I et II (118] 
mais également du complexe IV comme le montrent les travaux de Kusnetsov et.al. 
dans le muscle strié squelettique de souris mdx mais pas dans le cœur (134]. Ces 
données sont confirmées par des études conduites dans notre laboratoire [2, 3]. Ces 
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déficits ne sont pas uniquement dus à une perte de fonctionnalité des complexes de la 
chaine respiratoire et du cycle de Krebs [3, 5, 117, 120, 121], mais peuvent aussi 
provenir d'un appauvrissement du nombre de mitochondries [2, 3]. 
Bien qu'il existe une littérature en opposition à ces données [84, 135] due à des 
variations expérimentales tels l' âge et les muscles étudiés, il existe de fortes 
évidences concernant des dysfonctions mitochondriales chez les patients 
dystrophiques et chez la souris mdx entre 6 et 12 semaines. 
De plus, il a été observé que le métabolisme énergétique chez les patients atteint de 
DMD est diminué [6]. En effet, les substrats énergétiques sont présents en moins 
grande quantité, tant au niveau du métabolisme glycolytique que celui des acides 
gras. Un défaut de la carnitine, une molécule responsable du transport des acides-gras 
à la mitochondrie pourrait en être responsable [136]. Ainsi, l'absence de la 
dystrophine chez l'Homme comme chez la souris entraine sur le plan énergétique 
d'importantes dysfonctions mitochondriales et métaboliques qui peuvent être 
rétablies par la stimulation mitochondriale. Il est également démontré que ces 
dysfonctions mitochondriales entrainent une augmentation du stress oxydant et des 
dommages cellulaires. 
2.2.2 Le stress oxydant dans la pathologie de la DMD 
C'est en 1965 que Binder [137] établit un lien théorique entre le stress oxydatif 
observé chez des patients atteints d 'une déficience en a-tocophérol et ses 
observations sur les patients atteints de DMD. De nombreuses études se sont alors 
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intéressées au rôle du stress oxydatiflié à l'absence de la dystrophine chez l'Homme. 
Les mesures des taux de o-tyrosine [84] et de carbonyles [85, 87, 138, 139] attestent 
que le stress oxydant et les dommages sont plus élevés chez l'Homme et chez la 
souris atteints de DMD. En plus d'une présence de radicaux libres plus élevée dans 
les dystrophinopathies il est clairement établi que les cellules musculaires présentent 
une plus grande sensibilité aux dommages oxydatifs, chez la souris mdx [8, 97, 108, 
140, 141]. 
Or la production de radicaux libres provient de quatre sources précédemment décrites 
dont le système immunitaire, la délocalisation de la nNOS, l'augmentation de 
l'activité de la NADPH oxydase et la chaîne respiratoire mitochondriale. 
Au niveau mitochondrial, il est bien admis que les principaux sites responsables de la 
production de ROS sont les complexes I et III de la chaine respiratoire, où environ 
2% du flux d'électrons est susceptible de réagir directement avec 1'0 2 pour générer 
l'anion superoxyde [142, 143]. 
À l'état basal et dans différents groupes musculaires il n'existe aucune évidence 
d'une surproduction de ROS chez la souris mdx [2]. L'augmentation de la production 
de super-oxydes mitochondriaux chez la souris mdx est dépendante d'un stress 
mécanique [97] et d'évènements calciques afférents [144-147]. 
Les dommages oxydatifs touchent les organelles, les protéines mais aussi l 'ADN 
mitochondriale faiblement protégé [148]. La modulation grâce à des antioxydants tels 
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que le Resveratrol [123 , 149, 150], la N-acétylcystéine [111, 112] ou l'IRF1042 
[110], du dommage oxydatif chez les souris mdx ont permis de restaurer chez ces 
souris de meilleures conditions musculaires, en terme de structure, de force et de 
régénération. D'une façon surprenante il a également été décrit que les fonctions de 
détoxification de la cellule et de la mitochondrie sont plus élevées chez les souris mdx 
comme le démontrent les travaux Kaczor [9] sur les différentes SOD (SOD 1/2, 
CU/Zn-SOD, MnSOD), ou ceux de Menazza [151] sur la monoamine oxydase. 
Malgré une surexpression des enzymes responsables de la dégradation des RO/NS, 
les dommages oxydatifs importants subis par les patients atteints de DMD et les 
souris mdx dus, à 1) l'activité radicalaire des macrophages en l'absence de la nNOS 
2) à l'augmentation de l'activité de la NADPH oxydase et 3) à l' augmentation de 
ROS mitochondriaux en réponse aux stress mécanique et calcique, aggravent 
sévèrement le phénotype musculaire et gênent la régénération. 
Des études suggèrent un lien étroit entre le stress oxydant et les anomalies calciques 
dans la DMD [97, 111] et proposent une boucle de rétrocontrôle positif entre ces deux 
évènements. 
2.2.3 L'homéostasie calcique et les messagers pro-apoptotiques dans la DMD 
Les problèmes d'homéostasie calcique chez les patients atteints de DMD et les souris 
mdx sont comme le suggère Gillis [152] malgré une littérature fournie, pauvrement 
compris. L'étendue et la variété des résultats sur le sujet du contenu calcique 
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intracellulaire dans les fibres musculaires dystrophiques sont principalement dues aux 
différences de protocoles et de sondes comme en atteste le tableau 2.2 [152]. 
Tableau 2.2 Comparaison des méthodes de mesures du calcium intracellulaire 
chez les souris mdx ou des patients atteints de DMD ainsi que les résultats 
obtenus. Tiré de Membrane abnormalities and Ca homeostasis in muscles of the 
mdx mouse, an animal mode) of the Duchenne muscular dystrophy: a review. 
Gillis Jean-Marie.1996 
Table 1 Su rvcy of [Ca!!+Ji values (nM, m ca.n ± SEi\·l) in prcparacions from mdx micc 
Prcpa.rations Ca:!+ indicator {Ca:!+-li co ntrol [Ca'+ I; mdx Rcfcrcnccs 
Myotubes Fura-2-AM 154±33 159±34 (1) 
l ntcrosscus muscle Fura-2-AM 48 ± 30 39 ± 7 (1) 
Myorubcs fuca-2 ionoph . 66 ± 6 134 ± 9 (3) ' 
Flcxor digitorum brcvi& Furn-2 lonoph . 4<i ± 4 4<i±4 (4) 
l'vf yo tubcs Fura·2-AM 62±2 91 ±4 (2) ' 
Flcxor digitorum.hrcvis Furn-2 in jcct. 4G ± 3 92± 10 (S)* 
Fkxor digito [um brcvis Fura-2-AM 120 ISO (6)• 
Flcxor digitorum brcvis Fura-2-AM 45±4 45 ± 3 (7) 
Solcus Fura-2-AM 125±9 123 ± 12 (7) 
Smooth muscle Fura-2-AM 102 ± 7 104 ±9 (8) 
(1) Pre.,mar t l al. (1994) ; (2) Denetdaw ri al. (1995) ; (3) Bakkcr tl al. (1993) ; (4) Head (1993); (5) Turner el al . (1988); (6) T urner ri al. 
(199 1); (7) G ailly ri al. (1993a) ; (8) Boland el al. (1993). 
* Significant diffcn:ncc bctwcc.n contro l and mdx values. 
lnjcct. : prcslOurc injection ; ionoph. : ionophorcsi$. injectio n ; AM: acctoxymcrhy lc~tcr dc ri vativc. 
Table 2 Survcy of [Cat+Ji value!' (nM, mcan± SEM) in prcparation!' from DrvtD patients 
Prcparations Ca:e-t indicator (Ca"J. eontrol 
1\.f yo blasts lndo-l AM 37 ±5 
i\·fyotubes Indo-l AM 36 ±4 
Myorubcs Quin-2AM 169±34 
MyoblaSts Fu ra-2-AM 183±39 
Myorubcs Fu ra-2-AM 104±26 
(! ) Prc'5mar t l al. (1994); (9) Rivet-Bastide •I al. (1993); (10) Mongini d al. (1988). 












Si aucun consensus sur le contenu total de calcium intracellulaire plus élevé [59, 64, 
106, 153] ou non [57, 97, 147, 154] ne semble se faire , les flux aberrants de calcium 
suivant une contrainte mécanique sont quant à eux bien admis [97, 147, 155] et 
schématisés par Allen [156] (figure 2.2) 
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Par ailleurs, on constate un dérèglement calcique chez l'Homme [106, 118], tout 
comme chez la souris [ 60, 61 ], en particulier une diminution de certaines protéines 
responsables du stockage du calcium la calsequestrine et la sarcalumenine [162, 163] 
mais également de la regucalcin (ou senescence marker protein-30 (SMP-30) [164] 
impliquée dans le transport du calcium [165]. 
Ces entrées de calcium anormales peuvent avolf pour conséquence des pics de 
production d'anion super-oxyde par la mitochondrie [145] mais également provoquer 
l'ouverture du pore de transition de perméabilité (PTP) [166]. 
Les mitochondries peuvent stocker d'importantes quantités de calcium [167-170] et 
ont un rôle tampon pour la cellule [171-174], notamment lors de la dépolarisation du 
tubule-T [79]. Il existe un mécanisme permettant à ces organelles de libérer les 
excédants de calcium par un pore, le PTP, dont l'ouverture et la fermeture rapide 
permettent de rétablir l'homéostasie calcique mitochondriale tout en conservant le 
contenu mitochondrial. 
Lors de surcharges calciques, ce pore reste ouvert et libère le Ca2+ et le contenu 
mitochondrial. Ce mécanisme en plus d' être sous le contrôle du calcium [80, 175, 
176], est dépendant également des ROS [177], et la réduction du stress oxydatif 
permet d'atténuer la libération de Ca2+ par le muscle et augmente la capacité de 
rétention calcique (CRC) mitochondriale [97]. Chez la souris mdx, il a été montré que 
l'ouverture du PTP est plus sensible que chez les contrôles mais que la stimulation de 
la biogenèse mitochondriale par la surexpression de PGC 1-a permet de rétablir cette 
variable selon des travaux menés au laboratoire [3]. L'inhibition de ce pore de 
perméabilité permet chez la souris mdx de diminuer la fibrose et les dommages 
observés au niveau du muscle squelettique [178]. 
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En plus de la décharge calcique déstabilisant l'homéostasie de la cellule, la 
mitochondrie va relâcher des signaux pro-apoptotiques tels que l'endo-nucléase G 
(EndoG), le cytochrome c et l' Apoptosis inducing factor (AIF) qui activeront la 
messagerie apoptotique. On constate chez les jeunes souris mdx (4 semaines) comme 
chez les souris plus âgées une plus grande quantité de cellules musculaires 
apoptotiques avant l'apparition de nécrose [179]. Ce phénomène se retrouve 
également chez l'Homme atteint de DMD [180]. On observe également chez les 
souris mdx un profil d'activation apoptotique plus élevé [3, 141] et notamment 
l'activation de c-Jun-N-terminal-Kinase (JNK) qui serait fortement impliquée dans la 
pathogenèse de la DMD [181]. Toutefois l'inhibition de l'apoptose n'améliore pas le 
phénotype [1 82]. 
Les conséquences mitochondriales d'une dérégulation cellulaire du calcium sont 
importantes à considérer dans le contexte de la DMD. Si les causes de cette 
dérégulation ne sont pas premièrement dues aux mitochondries, celles-ci s'inscrivent 
dans une boucle de rétrocontrôle positif alimentée par la diminution des fonctions 
bioénergétiques et métaboliques mitochondriales, et ainsi que l'augmentation de la 
production des ROS qui potentialise la sensibilité des mitochondries aux variations 
du calcium. Ceci a pour conséquence une plus grande perturbation calcique et la 
libération des facteurs apoptotiques. 
D'une manière générale, la littérature nous enseigne que les dysfonctions 
mitochondriales et métaboliques observées chez les patients atteints de DMD et les 
souris mdx, ainsi que les hauts taux de stress oxydants et la dérégulation calcique sont 
au centre de la pathogenèse de la DMD. La stimulation des fonctions 
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mitochondriales, la diminution du stress oxydant et l'inhibition du PTP permettent 
d'améliorer la pathologie musculaire chez la souris mdx. 
On observe également que la réduction de l'inflammation et de la nécrose permet 
d'améliorer le phénotype musculaire. 
D'un point de vue thérapeutique il serait intéressant de considérer une stratégie 
complémentaire qui viserait à réduire les zones endommagées. 
L' autophagie est un système de dégradation des protéines et organelles 
dysfonctionnelles, et l'étude de ce mécanisme cellulaire dans les modèles de DMD 
permettrait d'élaborer de nouvelles interventions visant à réduire les dommages 
cellulaires et d'améliorer la condition musculaire des patients. 
CHAPITRE III 
AUTOPHAGIE, MITOPHAGIE ET RÔLE DE CES PROCESSUS DANS LA 
PATHOLOGIE DE LA DMD 
La section précédente a fait état de l'importance des mitochondries dans un contexte 
physiologique ainsi que de leurs rôles dans la pathophysiologie de la DMD. 
Considérant les dommages structuraux, oxydatifs et protéolytiques subis par les 
muscles dystrophiques au cours des phases de dégénérescence, i 1 est pertinent de 
considérer les mécanismes impliqués dans la réparation cellulaire, notamment celui 
de !'autophagie qui s'avère jouer un rôle important dans le recyclage des structures 
endommagées. 
Cette section de la revue est donc consacrée au rôle de !' autophagie dans le muscle 
squelettique et s' articule en trois parties. La première partie présente une description 
générale de l'autophagie et de ses mécanismes. La seconde partie porte plus 
spécifiquement sur les différents rôles de !'autophagie dans le muscle strié et sur les 
conséquences de sa dérégulation dans la DMD ainsi que d'autres pathologies 
musculaires pertinentes. Enfin une troisième partie est consacrée à la mitophagie, un 
processus autophagique plus sélectif récemment mis en lumière, mais dont le rôle 
dans le muscle est peu connu. 
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3 .1 Autophagie : mécanismes et voies moléculaires 
Dans sa première description et sa sémantique, !'autophagie fait référence au 
mécanisme naturel dont les cellules eucaryotes disposent afin de maintenir 
l'homéostasie cellulaire par la dégradation des protéines. Les premières preuves de 
!'autophagie ont été amenées en 1957 par Clark [183], dans son étude de la 
maturation rénale de rats nouveaux nés, basée sur la microscopie électronique. Il 
décrit des corps ronds et denses ressemblant à des mitochondries (donc pourvus d'une 
double membrane) mais sans structure telle que les crêtes. Le principe de 
!'autophagie est énoncé par De Duve en 1966 [184] en relation étroite avec ses 
précédents travaux menés avec Novikoff [ 185] et les travaux d 'Ashford et Porter 
[ 186]. 
Dans sa description la plus moderne, !'autophagie est un mécanisme élaboré et 
multiple qui non seulement permet à la cellule de subvenir à ses besoins énergétiques 
en cas de privation de nutriments mais également la dégradation d'un éventail 
d'éléments dysfonctionnels allant de la protéine à l' organelle en passant par 1' ARN 
[187]. D'un modèle de dégradation simple et général, !' autophagie est aujourd'hui 
décrit comme un système complexe, modulable par de nombreuses voies 
moléculaires qui peuvent intervenir non seulement en cas de jeûne, qui constitue le 
stimulus autophagique le mieux étudié et compris, mais également en réponse aux 
infections, et aux dommages causés par le stress et les altérations cellulaires [ 188]. 
L 'autophagie peut se résumer à une action très générale de dégradation de 
groupement de protéines, ou une action plus spécifique concernant des protéines ou 
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des organelles ciblées [189]. Elle peut être séparée en plusieurs sous-types dont, la 
macro-autophagie, et la micro-autophagie décrites par De Duve et Wattiaux et 
!'autophagie médiée par les protéines chaperonnes décrites par Dice [190]. Ce 
chapitre se concentrera sur les mécanismes de la macro-autophagie (appelée 
autophagie dans ce mémoire), qui sont plus spécifiquement étudiés dans le muscle 
squelettique. 
De manière générale !'autophagie est un processus requérant de l'énergie et qui se 
caractérise par la formation à partir des membranes d'organelles environnantes, d'une 
vésicule à double paroi autour du contenu cellulaire à dégrader. Subséquemment, 
cette vésicule autophagique appelée auto-phagosome, fusionne avec les lysosomes où 
la dégradation du contenu vésiculaire est assurée par les diverses enzymes 
lysosomiales. La caractérisation des mécanismes moléculaires régissant ce processus 
s'est initialement faite chez la levure Saccharomyces Cerevisiae. Le travail réalisé sur 
cet organisme plus simple a permis d'identifier 35 gènes essentiels au déroulement de 
!'autophagie: les Autophagy related Genes ou Atgs[191, 192}. Des travaux ultérieurs 
ont démontré que les Atgs sont des protéines hautement conservées qui se retrouvent 
chez les mammifères où plusieurs homologues formant le noyau de la machinerie 
autophagique ont été identifiés. 
De manière simplifiée, le processus autophagique peut être divisé en quatre grandes 
étapes (Figure 3.1) incluant: 1) l'initiation et la formation du site d'assemblage du 
phagophore (le PAS : Phagophore Assembly Site) 2) l'élongation et la fermeture de 
l' autophagosome, 3) la maturation de l'autophagosome via la fusion avec le 
lysosome, et 4) la dégradation et le recyclage du cargo autophagique par les enzymes 
lysosomiales. Ces étapes sont en outre, soumises à une régulation par des stimuli et 
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des v01es de signalisation complexes qm agissent à différents mveaux de cette 
cascade d'événements. 
2 Formation du PAS 3 Elongation du phagophore, 
fermeture en auto-phagosome 
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Figure 3.3 Représentation schématique des phases de l'autophagie. Inspiré 
de Definition, Molecular Machinery, and Potential Role in Myocardial Ischemia-
Reperfusion lnjury. Journal of cardiovascular pharmacology and 
therapeutics.2010. Dong Yi. 
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3 .1.1 Formation et maturation de l' auto-phagophore : du PAS au lysosome 
3 .1.1.1 Reconnaissance et sélection du contenu cellulaire à dégrader 
L'étape d'initiation consiste essentiellement en la reconnaissance du contenu 
cellulaire à dégrader. De manière générale, cette reconnaissance se fait par 
l'intermédiaire de modifications post-traductionnelles, notamment l' ubiquitination 
des protéines, qui est catalysée par une variété d'ubiquitine-ligase au sein de la 
cellule. Ces modifications permettent dans un second temps le recrutement de la 
protéine P62/SQSTM1 [193, 194]. Cette protéine agit comme intermédiaire 
puisqu'elle possède à la fois un site d'interaction à l'ubiquitine lui permettant de se 
lier au contenu cellulaire à dégrader, et un site de liaison à la protéine LC3 (un 
homologue d 'ATG8) qui est présente à la surface du PAS naissant [195]. De ce fait 
P62/SQSTM1 joue un rôle d'adaptateur permettant la sélection du contenu cellulaire 
à dégrader. 
3 .1 .1.2 Recrutement des précurseurs membranaires 
Cette étape de reconnaissance est suivie par la formation du PAS, étape au cours de 
laquelle les précurseurs membranaires nécessaires à la formation de la double 
membrane du futur autophagosome vont s 'assembler à proximité de contenu 
cellulaire à dégrader. Les membranes nécessaires à la formation de ce PAS peuvent 
provenir de plusieurs sources. Chez les mammifères, il a été démontré que le 
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réticulum endoplasmique joue un rôle prépondérant, notamment dans des situations 





Formation de l'autophagosome à proximité du réticulum 
endoplasmique. Tiré de Autophagosome formation from membrane 
compartments enriched in phosphatidylinositol 3-phosphate and dynamically 
connected to the endoplasmic reticulum. The Journal of Cell Biology. Axe, 
Elizabeth L. 2008 
Des évidences indiquent également que les auto-phagosomes pourraient se former à 
partir des membranes mitochondriales [200]. Dans ce processus, les mitochondries ne 
sont pas elles-mêmes dégradées et agissent strictement à titre de pourvoyeuses de 
membranes. De manière intéressante, la formation d 'auto-phagosomes à partir des 
membranes mitochondriales semble dépendante de la mitofusine 2 (MFN2) une 
protéine impliquée dans les processus de fusion et fission du réseau mitochondrial, ce 
qui suggère une interrelation entre la régulation de !'autophagie et le remodelage de la 
morphologie mitochondriale [201] (figure 3.3). D'autres sources de membrane, 
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notamment l'appareil de Golgi, les endosomes et la membrane plasmique ont 
également été mises en évidence [202], suggérant que l'ensemble du réseau 
membranaire cellulaire peut contribuer à ce processus. 
F Mitochondria 
Figure 3.5 Interactions entre réticulum endoplasmique, mitochondrie et 
autophagosome. Tiré de Mitochondria supply membranes for autophagosome 
biogenesis during starvation. Cell. Hailey, Dale W. 2010 
3 .1.1 .3 Recrutement de la machinerie autophagique 
Outre l'emprunt de membrane aux organelles environnantes, l'activation de 
l'autophagie met également en jeu le recrutement de plusieurs protéines ATG qui 
vont s'assembler en complexes au niveau du PAS afin de permettre sa formation, 
ainsi que l'élongation et la fermeture de l' autophagosome. Dans les cellules 
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eucaryotes, ces ATG appartiennent à deux systèmes de conjugaison semblables à 
celui de l'ubiquitine (Atg5,12,10 et Atg4,3,7) qui collectivement vont mener à 
l'assemblage d'un complexe moléculaire sur la protéine d'échafaudage Atgl6L, et à 
l'insertion de LC3 dans la membrane du PAS via un processus de lipidation [203, 
204]. Bien que beaucoup moins bien connue, il semble aussi y exister une voie 
d'activation de !'autophagie indépendante d'ATG16L-LC3 et menant à la formation 
d'autophagosomes à partir d'endosomes tardifs [202]. Cependant cette voie est 
encore relativement peu connue. 
Comme le montre la figure 3.1, le recrutement de la machinerie autophagique au PAS 
est régulé par des voies de signalisation complexes. Une des mieux caractérisées à ce 
jour est la voie de signalisation impliquant mTOR (Mamalian Target of Rapamycin), 
une kinase centrale dans le couplage entre l'état énergétique cellulaire et la balance 
anabolisme/catabolisme. mTOR est présent dans la cellule sous forme de deux 
complexes protéiques distincts: mTORCl, sensible à la rapamycine et impliqué dans 
la régulation de !'autophagie, et mTORC2, insensible à la rapamycine et 
probablement impliqué dans la régulation d'autres processus cellulaires [205]. En 
condition d'abondance en nutriment, l'activation de mTORCl par de nombreux 
signaux métaboliques, incluant les voies signalétiques couplées aux facteurs de 
croissance et au statut énergétique cellulaire, mène à une inhibition de !'autophagie 
[206]. À l'inverse, en situation de déficit nutritionnel et énergétique, l'inhibition de 
mTORCl mène à l'activation de !'autophagie de concert avec d'autres voies, 
notamment la voie FOX03a-NFkB qui exerce un rôle de régulateur transcriptionel de 
l'expression de plusieurs gènes de !'autophagie [207-209]. mTORCl exerce son 
influence sur !'autophagie en régulant la formation du complexe Unc-51-like kinase 1 
(ULKl), composé des homologues d'ATGl (ULKl), d'ATG13 (mATG13), et 
d'ATG17 (FIP200), qui est essentiel pour lancer le processus d'initiation et 
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d'élongation. Plus spécifiquement, l'inactivation de mTORCl en condition de déficit 
énergétique empêche la phosphorylation de mA TG 13, favorisant ainsi la formation de 
complexes ULK1-mATG13-mATG17. La voie mTOR est donc à juste titre 
considérée comme un régulateur central du processus autophagique. 
Bien que les signaux pro-autophagiques provenant de mTORCl soient nécessaires, 
ces derniers doivent être orientés dans l'espace intracellulaire afin de mener à une 
autophagie efficace. Cette spécification spatiale est permise par la formation de sites 
enrichis en phosphatidylinositol-3-phosphate (PI(3)P) au niveau des membranes 
destinées à former le PAS. La synthèse de PI(3)P est principalement assurée par la 
PB-kinase de classe III VPS34 qui est recrutée au PAS naissant grâce à la formation 
d'un complexe avec ULKl ainsi que BECLIN-1 (l'homologue d' ATG6), une 
protéine résidant normalement sous forme inactive à la surface du reticulum 
endoplasmique. La protéine BECLIN-1, par sa capacité à former des complexes avec 
VPS34 ainsi que d'autres protéines régulatrices, représente donc un important 
dispositif d'activation menant à l'initiation puis à l 'élongation du phagophore. 
3.1.1.4 Fermeture et fusion de l'autophagosome et dégradation lysosomiale 
Une fois le processus de l 'élongation complété, le phagophore va se fermer pour 
former un autophagosome via un processus de fusion des deux extrémités 
membranaires (figure 3.4). Au cours de ce processus, le phagophore va subir des 
modifications qui lui permettront, lorsque devenu autophagosome, de fusionner avec 
le lysosome. On retrouve notamment le clivage des protéines LC3 de la membrane 
externe de l'autophagosome par ATG4 [210], ainsi que la déphosphorylation du 
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PI(3)P par la Ptdlns3P-phosphatase YMRl qui facilite la fermeture de 
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Schéma de fermeture du phagophore. Tiré de The late stages of 
autophagy: how does it begin. Cell death and differentiation. T, Noda. 2009. 
La fixation d 'adaptateurs à la membrane est également un processus important qui 
permettra éventuellement la fusion avec le lysosome. La protéine TECPRl (tectonin 
beta-propeller repeat containing), qui est retrouvée au niveau des 
autophagolysosomes, joue notamment ce rôle, en plus de favoriser l' élongation en 
permettant l' interaction entre ATG5-ATG12 et le PI(3)P présent dans les membranes 
[212]. La protéine RAB7 est un autre adaptateur crucial impliqué dans la fusion avec 
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le lysosome. Ce processus nécessite entre autre RIPL, une protéine effectrice de 
RAB?, permet plus spécifiquement la formation de tubules joignant l'autophagosome 
au lysosome [213], ainsi que FYCOl un autre effecteur de RAB? responsable du 
transfert de l'auto-phagosome vers le lysosome le long des microtubules [150]. Le 
complexe HOPS (homotypic fusion and protein sorting (HOPS)-tethering complex) 
[214] , également un effecteur de RAB?, est essentiel à la fusion grâce à son 
interaction avec SYNTAXINl 7, un protéine de type SNARE impliquée dans les 
interactions membrane-membrane [215] . 
LAMPl et LAMP2 (Lysosomal-associated membrane proteins) sont également 
essentielles au processus de fusion, elles agissent comme des adaptateurs à l' interface 
du lysosome et de l'auto-phagosome [216]. Leur ablation entraine une accumulation 
d ' auto-phagosomes [217]. LAMP2 en particulier semble essentielle, les souris 
LAMPl KO présentent un faible phénotype tandis que les LAMP2 KO une 
accumulation majeure d'auto-phagosomes. 
Une fois le processus de fusion complété, le cargo présent dans l'autophagosome est 
rapidement dégradé sous l'action des nombreuses hydrolases et protéases 
lysosomiales ainsi que du pH acide retrouvé au sein de ces organelles (pH 3,8 à 5,0). 
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3.1.2 Répresseurs endogènes de !'autophagie 
De manière à empêcher une activation permanente de !'autophagie qui serait néfaste, 
plusieurs mécanismes d'inhibition endogènes, dont certains sont encore très peu 
caractérisés, agissent afin de limiter la formation du PAS. 
3.1.2.1 Séquestration de BECLIN-1 au reticulum endoplasmique 
Un mécanisme d'importance et qui est pertinent dans le contexte de ce mémoire est la 
séquestration de BECLIN-1 à la surface du réticulum endoplasmique de manière à 
l'empêcher de former des complexes tels que ULK1-VSP34-BECLIN1. Un mode de 
séquestration de BECLIN-1 décrit récemment, implique la liaison avec les protéines 
de la famille BCL-2, telles BCL-2 et BCL-XL [218, 219] , qui sont par ailleurs bien 
connues pour leur rôle anti-apoptotique au niveau des membranes mitochondriales 
[220, 221]. BCL-2 en liant BECLIN-1 à la membrane du réticulum endoplasmique 
inhibe !'autophagie en condition d 'abondance en nutriments [222]. À l' inverse, cet 
effet inhibiteur peut être renversé en présence d'un déficit énergétique, ou en réponse 
à différents stress cellulaires [223] . BCL-2 de manière intéressante, se situe donc à la 
croisée des chemins entre l' apoptose et l 'autophagie, suggérant que cette étape 
constitue un important point de contrôle orientant la cellule vers la réparation ou la 
mort en fonction de la sévérité du stress. 
Récemment, il a été montré que l'interaction entre BCL2 et BECLIN-1 à la surface 
du reticulum endoplasmique requiert la protéine NAF-1 (nutrient-activated 
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autophagy factor-1). De ce fait, l' ablation partielle de NAF- 1 par SiRNA in vitro 
empêche la liaison adéquate de BCL-2 à BECLIN-1, stimulant ainsi l' autophagie 
[224]. De même, la protéine BIK, un membre pro-apoptotique de la famille BCL-2, 
est capable de déloger NAF-1 de BECLIN-1, résultant également en une stimulation 
de l'autophagie [225 , 226]. Il est également pertinent de mentionner que NAF-1 tout 
comme BCL-2 semble interagir avec les canaux calciques IP3 sur le reticulum 
endoplasmique [227] et que son ablation résulte en une incapacité de BCL-2 de 
réguler normalement les flux de Ca2+ sortant du reticulum, entrainant ainsi une 
augmentation des niveaux de Ca2+ intra-reticulaire [228]. Il n'est cependant pas 
prouvé que le Ca2+ soit important dans la régulation qu'exerce NAF-1 sur 
!'autophagie. 
De manière intéressante, le groupe de Shore a démontré que l'ablation génétique de 
NAF-1 au niveau des cellules germinales n'induit pas de phénotype spectaculaire 
chez la souris, sauf au niveau des muscles squelettiques où son absence induit une 
atrophie, une transition vers un phénotype lent-oxydatif et un excès d'autophagie 
[228] . Le modèle de souris NAF-1-/- représente donc un modèle dans lequel un excès 
intrinsèque d'autophagie survient au niveau du muscle squelettique. Tel que détaillé à 
la section IX-A-1-b, cette caractéristique a été employée dans le présent mémoire 
pour tenter de stimuler !'autophagie dans le muscle de la souris mdx. 
3 .1.2.2 Auter mécanismes de répression endogène 
Outre la séquestration de BECLIN-1 , qui est d'un intérêt particulier pour ce 
mémoire, plusieurs autres mécanismes de répression endogène de l'autophagie ont été 
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identifiés. Sans entrer dans les détails, ces mécanismes peuvent intervenir à plusieurs 
étapes du processus autophagique incluant l'induction, la formation du PAS, 
l'élongation ainsi que la maturation en autophagolysosome (Figure 3.5). Tel que 
mentionné précédemment, mTOR est un répresseur puissant qui inhibe !'autophagie 
au niveau de l'étape d'induction. De plus, la déphosphorylation du PI(3)P par la 
phosphatase JUMPY [229] contribue, tout comme BCL-2 et NAF-1 , à limiter la 
formation du PAS. La protéine FLIP [230] quant à elle, a été décrite pour sa capacité 
à limiter la lipidation de LC3 médiée par ATG-3, freinant ainsi le processus 
d'élongation (Figure 3.2). Par ailleurs, des études ont mit en évidence que 
l'élongation pouvait également être inhibée par la protéase calcium-sensible 
CALPAINE [231] qui en clivant ATG-5, limite l'assemblage du système de 
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3.1.3 Influence du calcieum sur l' auto-phagosome 
Finalement, et bien que la littérature soit très divergente sur ce sujet, le Ca2+ semble 
être un important régulateur de l' autophagie comme en témoigne le tableau 3 .1. 
Tableau 3.3 Littérature divergente sur la question de la régulation de 
)' autophagie par le calcium. Tiré de A dual role for Ca2+ in autophagy 
regulation. Cell Calcium. Decuypere Jean-Paul.2011. 
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Plusieurs mécanismes et surtout différentes conditions physiologiques influencent le 
rôle du calcium sur !' autophagie. En effet, on peut trouver dans la littérature des 
évidences de son rôle activateur tout comme de son rôle répresseur de l ' autophagie. 
Nous nous concentrerons ici sur les évidences montrant le rôle potentiel d'une 
dérégulation du Ca2+ sur !' autophagie. 
3 .1.3 .1 Conséquence de l' augmentation du calcium intracellulaire 
Dans un premier temps, le canal calcique TRPML3 présent dans de nombreux 
compartiments cellulaires, est recruté de façon spécifique à l 'auto-phagosome en 
formation [232]. De plus son inhibition par des shRNAs diminue de façon drastique 
la formation d'auto-phagosome dans différentes conditions de stress dont la privation 
nutritionnelle. Son mode d'interaction à !'autophagie, bien que peu défini, semble 
passer par le complexe précédemment décrit A TG l 6L en fournissant aux abords du 
complexe le Ca2+ nécessaire à la formation de la double membrane [233]. De même, 
une faible augmentation du calcium intracellulaire permettrait l'activation de la 
CaMKKP (Ca2+/Calmodulin-dependent Kinase, Kinasep), une kinase dépendante du 
Ca2+ ayant un rôle dans l'activation de l'AMPK [234, 235] mais également dans 
l' inhibition de mTOR [236]. Cette activation de l'AMPK en parallèle de l'inhibition 
de mTOR permet de stimuler !'autophagie comme le montre l 'augmentation de la 
formation d'auto-phagosomes [237]. L'IP3R (Inositol 1,4,5-triphosphate receptor) est 
un récepteur à l'IP3 qui régule la relâche calcique du réticulum endoplasmique sous le 
contrôle de l'IP3 mais également du calcium. Cette régulation calcique permet 
d'activer l' IP3R sous les 300nM de calcium cytosolique mais l' inhibe au delà [238]. 
L'IP3R activé joue un rôle inhibiteur sur !' autophagie [239] et son inhibition 
pharmacologique ou génétique entraine une augmentation de la formation d'auto-
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phagosomes. Toutefois les mécanismes de cette inhibition ne sont pas encore 
totalement clarifiés, reste que la fonction de canal calcique soit essentielle dans ce 
phénomène [240] . En somme une augmentation du calcium cytosolique supérieur à 
300nM entraine l'inhibition de l'IP3R et lève donc l'inhibition de !'autophagie [238]. 
Une augmentation localisée du calcium au niveau du cargo, ou cytosolique supérieur 
à 300 nM permet donc de stimuler l'autophagie. Les pics aberrants de calcium 
enregistrés au niveau du muscle dystrophique seraient donc suffisants pour initier 
l' autophagie, toutefois les observations reliées à l 'autophagie dans un contexte de 
DMD diffèrent, ce qui laisse penser que l'augmentation du calcium est un médiateur 
potentiel de l'autophagie dépendamment de l'environnement. 
3 .1.3 .2 Conséquence de la diminution du calcium intracellulaire 
La protéine BCL-2 dont le rôle dans l'autophagie a précédemment été décrit, joue 
également un rôle dans la régulation calcique cellulaire. Lorsque présente au 
réticulum endoplasmique, BCL-2 augmente la concentration de calcium réticulaire 
diminuant ainsi la concentration cytosolique permettant l'inhibition de !'autophagie 
[237]. 
Malgré une littérature riche en oppositions sur le sujet, les preuves que le Ca2+ puisse 
jouer un rôle dans l'activation de !'autophagie sont fortes et en adéquation avec de 
nombreux mécanismes observés et force est de constater qu'il existe un mécanisme 
d'initiation de !'autophagie dirigé par les variations de calcium cytosolique. 
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L'autophagie est un mécanisme cellulaire essentiel et complexe qui permet de 
dégrader les protéines à longues demi-vies, mais également d'éliminer les protéines et 
organelles endommagées, les produits exogènes tels les bactéries et virus. Ce 
mécanisme latent peut également être stimulé par les variations de l'environnement 
calcique, l'augmentation du stress oxydant et la diminution des ressources nutritives . 
Les variations de ce mécanisme, c'est à dire son hyper-activation ou son inhibition, 
entrainent des changements métaboliques menant généralement à des pathologies 
graves. On observe également dans d'autres pathologies telles que la DMD, une 
modification du profil autophagiques, qui peuvent entrainer une aggravation du 
phénotype. De nombreuses pathologies, dont la DMD, présentent des variations de ce 
système essentiel et il sera développé dans la partie suivante les implications de 
l' autophagie dans des pathologies musculaires. 
3.2 Autophagie et pathologies musculaire 
La DMD est une maladie dont le principal symptôme est la perte de masse 
musculaire, cette nécrose progressive est alternée de phases de régénération mais 
génère de nombreux dommages que les cellules doivent traiter. L 'autophagie est donc 
le système cellulaire le plus à même de prendre en charge ces dommages. Toutefois 
des phénomènes autophagiques dans ce contexte pathologique sont encore peu 
connus, bien que plusieurs études s'y soient intéressées [4, 14, 15, 241]. 
L'augmentation des dommages et la diminution de leur traitement par l' organisme 
peut être une cause de la dégénération rapide des muscles chez les patients DMD, et 
bien que ce phénomène soit de plus en plus étudié, la relation entre !'autophagie et la 
DMD reste à être élucidée. Toutefois de nombreuses maladies impliquant une 
dérégulation de !'autophagie, ou causées par une altération de cette fonction majeure 
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peuvent apporter des éléments de réponses quant aux conséquences des variations de 
!'autophagie (figure 3.6). 
Nous établirons dans cette partie les conséquences de la variation de !'autophagie 
dans un contexte musculaire, au travers de plusieurs pathologies pertinentes et en 
extrapolant les résultats pour les appliquer aux premières observations menées dans la 
DMD, dans l 'optique de trouver un angle d' approche dans la guérison de la 
pathologie ou, au moins, l'amélioration des conditions de vie des patients. 
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3.2.1 Conséquences pathologiques d'un déficit d 'autophagie 
De nombreuses pathologies dont les causes sont la dérégulation d'effecteurs 
principaux de l' autophagie se caractérisent par une myopathie plus ou moins sévère, 
touchant les muscles striés squelettiques et le cœur [188, 216, 242-245]. 
L'investigation du rôle de !' autophagie dans la pathogenèse de la DMD est très jeune 
et doit s'appuyer sur d'autres modèles dont les symptômes se rapprochent du cas de 
la DMD. L 'analyse des maladies touchant des étapes précises de l'autophagie peut 
permettre de remonter à la source des troubles constatés chez les patients de la DMD. 
La maladie de Pompe a été découverte en 1932 sur trois patients différents, atteints de 
faiblesse musculaire et dont l'autopsie a révélé une présence anormale de glycogène 
[242]. Trente ans plus tard, il est établit que l'absence de l'acide a-glucosidase 
(AAG) est la cause de cette accumulation de glycogène et la source de la 
déstabilisation drastique des fibres musculaires [246]. Cette enzyme du lysosome a 
pour fonction de cliver le glycogène en glucose, mais en son absence, le glycogène 
s'accumule dans le lysosome empêchant toute autre dégradation de cargos. Les 
premières hypothèses de recherche se sont tournées vers l' autophagie [246] grâce au 
lien qui venait d'être établit entre le lysosome et ce mécanisme [184, 247], et 
l'observation de corps denses et de structures à doubles membranes chez les patients 
atteints des formes précoces et tardives [248] . De plus l'autophagie est un mécanisme 
d'intégration du glycogène au lysosome [249]. Toutefois, ce n'est pas le seul 
mécanisme, puisque l'inhibition de !'autophagie ne permet pas de rétablir un 
phénotype musculaire normal, mais juste de réduire la taille des lysosomes et corps 
denses dans les muscles [250]. 
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Concernant la maladie de Danon, la dérégulation de l'autophagie provient de 
l'ablation du gène Lamp2, codant pour une protéine servant d'adaptateur entre l'auto-
phagosome et le lysosome [216]. L'absence de cette protéine empêche la fusion des 
deux compartiments et entraine l'accumulation d'auto-phagosomes. Dans le souris 
LAMP2 KO, la déstructuration des fibres musculaires du fait de l'accumulation de 
vacuoles autophagiques entraine une perte de la force musculaire [216]. Malgré les 
origines différentes de ces maladies, force est de constater qu 'un blocage de 
!' autophagie à des stades tardifs de la maturation de l'auto-phagosome entraine un 
phénotype musculaire myopathique important. 
Le syndrome de Vici se présente sous la forme d'une défaillance systémique multiple. 
Au niveau du muscle squelettique, on observe une accumulation de corps denses et de 
mitochondries anormales [243]. Les dysfonctions associées à cette maladie ont pour 
cause l'ablation du gène EPG5 [251] , un gène hautement conservé qui joue un rôle 
dans l' initiation de !' autophagie en condition de privation nutritionnelle. Cette 
ablation a pour conséquence une diminution du flux autophagique observable par 
l'accumulation de marqueurs tel p62 et LC3-II tant chez l'Homme [243] que dans des 
modèles de souris Epg5-KO [252, 253]. 
D'autres défauts du système autophagique ont pu être étudiés grâce à la génération de 
souris génétiquement modifiées pour des gènes spécifiques responsables d'étapes 
cruciales de l'autophagie. C'est le cas des souris Atg5 [188], Atg7 [254] et VPSJ 5 KO 
[245]. 
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Le rôle d'ATG5 a précédemment été discuté au chapitre des voies moléculaires de 
!'autophagie, notamment pour son importance dans la lipidation de LC3 [188]. 
L'ablation de ce gène, comme dans les pathologies de Pompe ou de Danon, entraine 
une accumulation de structures à doubles membranes anormales et mène à la mort 
cellulaire [25 5] . 
Le modèle de souris ATG7 [254] présente un phénotype musculaire comparable, 
même si la perte de force et de fonctions sont moins sévères que dans les modèles 
précédemment cités. Toutefois, on ne constate pas de déstructuration du muscle qui 
engendrerait la déstabilisation des fonctions cellulaires, mais principalement une 
atrophie sévère de la taille des fibres de l'ordre de 30 à 40%. 
Il est important de noter que le système autophagique présente toutefois une 
redondance lui permettant, dans le cas d' ablation d'un effecteur majeur, d 'assurer à la 
cellule un« service minimum». Ce point important est souligné par la découverte de 
systèmes autophagiques compensatoires indépendants d' ATG5 et d ' ATG7 [256]. En 
effet, il reste possible d'activer !'autophagie dans des modèles cellulaires où ATG5 
ou ATG7 sont absents. Cette activation passe par d' autres effecteurs dont les kinases 
ULKl et la PBK ainsi que RAB9 (voir chapitre sur les voies moléculaires). Toutefois 
le système canonique de lipidation du LC3 , ATG5/ATG12 reste essentiel au 
développement normal de l'auto-phagosome [257]. 
Les souris présentant une ablation de VPS15, montrent également les signes de 
myopathies rencontrés dans les maladies lysosomiales [245]. VPS 15 est un 
adaptateur stabilisant le complexe Beclin-l/VPS34, et joue un rôle dans le contrôle de 
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mTOR [258]. Dans ce modèle, bien que la formation de l'auto-phagosome ne soit pas 
modifiée, le flux autophagique et fortement diminué, entrainant de ce fait, une 
accumulation de vacuoles autophagiques qui déstabilisent la structure du muscle. 
Cette modification de structure se rapproche des maladies de Pompe, Danon et des 
modèles d'inhibition de !'autophagie ATG5 et ATG7 KO. 
L'inhibition de !'autophagie entraine un phénotype musculaire myopathique, où, 
l'accumulation de vacuoles autophagiques déstabilise le muscle ou entraine une 
sévère atrophie. La restauration des paramètres autophagiques dans ces modèles ne 
permet pas toujours de rétablir le phénotype musculaire, particulièrement dans la 
maladie de Pompe [250]. Une telle inhibition dans un contexte dystrophique pourrait 
aggraver le phénotype musculaire. 
On observe dans des modèles de dystrophie musculaire comme l'Emery-Dreyfus 
(EDMD) une altération de la fonction autophagique à des stades d'initiation dans le 
muscle. L'EDMD est comme la DMD, une maladie génétique liée au chromosome X, 
et peut avoir comme source une mutation de l'Emerin ou de la LaminA/C. Les 
conséquences de ces mutations sont multiples, mais au niveau musculaire elles se 
caractérisent par une diminution de la masse et des fonctions. Dans le cadre d'une 
délétion de la LaminA/C, on observe une activité importante de la voie AKT [259] 
menant à l'activation de mTOR [260] et une diminution du flux autophagique, tel 
qu'indiqué par l'accumulation de haut niveaux de p62, de LC3 ou d'ATG7[260]. De 
plus chez des souris présentant une délétion de la Lamin A/C ou présentant une 
modification du gène la rendant non-fonctionnelle, l'inhibition de mTOR par la 
rapamycme afin de stimuler !'autophagie permet d'améliorer le phénotype 
musculaire. 
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C'est également le cas dans les dystrophies musculaires congénitales d'Ullrich 
(UCMD) ou de Betlhem (BM) [261], mais également chez les souris Col6-1-, un 
modèle de myopathie lié à la déficience en collagène de type IV, Ces défauts sont 
constatés au niveau de plusieurs marqueurs typiques admis [262] tels que le ratio 
LC3II/LC3 I basal ou lors du blocage de la fusion auto-phagosome/lysosome qui 
détermine le flux autophagique. Également la quantité de SQSTM1/p62 qui augmente 
lors de l' inhibition de l 'autophagie, les quantités de BECLINl et BNIP3, 
respectivement impliquées dans les processus d'autophagie et de mitophagie, sont 
également diminuées. Enfin, 1' étude en microscopie électronique révèle une 
augmentation du nombre de vésicules autophagiques dans les myofibres [261] . 
Les travaux successifs sur le modèle de souris Col6_1_ afin d'élucider des mécanismes 
d'amélioration du phénotype notamment par l'exercice [263] mais aussi par la 
privation en nutriments [261], deux méthodes connues pour augmenter !'autophagie, 
ont permis de montrer que la stimulation de l 'autophagie permet d' améliorer le 
phénotype musculaire. 
Ces conclusions intéressantes concernant les myopathies d'Ulrich et de Bethlem 
présentent le potentiel d'être applicable à d'autres myopathies et en particulier la 
DMD. 
De plus, une étude se basant sur le traitement à la rapamycine, pour ses vertus 
immunosuppressives comme la prednisone, montre une amélioration du phénotype 
mdx dans le diaphragme mais pas dans le tibilis anterior (TA) [264]. Or l' inhibition 
de mTOR est une des voies d'activation de !'autophagie comme précédemment 
décrit. C'est ainsi que les travaux de De Palma [15] et Pauly [4] ont permis de mettre 
en évidence que l' activation de !'autophagie chez la souris mdx permet d'améliorer le 
phénotype musculaire. 
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Dans un premier temps De Palma [15] constate qu'en plus d'une désorganisation de 
la structure musculaire, l' autophagie est altérée dans le diaphragme ainsi que dans le 
TA. L 'expression des gènes liés à !'autophagie est radicalement modifiée, et la 
branche inhibitrice (pAKT, pS6) est fortement stimulée. De plus, il observe une 
diminution de la présence de LC3II et une accumulation de p62 témoin de l'inhibition 
de !'autophagie [262]. On constate également un défaut du flux autophagique, c' est-à-
dire, la formation d'auto-phagosomes en réponse au blocage de la fusion des auto-
phagosomes par la chloroquine, ou stimulé par le jeûne. Chez l'Homme, Je même 
défaut est constaté par le plus faible ratio LC3II/LC3I, l' accumulation de p62 et la 
stimulation de la voie Akt. (Figure 3.7). 
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Figure 3.9 Observation de l'altération de l'autophagie chez les souris mdx 
et chez des patients DMD. Tiré de Autophagy as a new therapeutic target in 
Duchenne muscular dystrophy. Cell Death and Disease. De Palma C. 2012 
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Dans un deuxième temps, le traitement de ces souns avec un régime faible en 
protéine (LPD) permet de stimuler !'autophagie et de restaurer un profil d 'expression 
des gènes de l'autophagie. De plus, le phénotype musculaire s'améliore, les zones de 
nécrose musculaire diminuent tout comme les zones apoptotiques. 
Les travaux de Pauly [4] , se basent sur une approche plus pharmacologique, dans le 
but de palier aux défauts énergétiques et métaboliques constatés chez les souris mdx. 
AMPK est un senseur de l'état énergétique de la cellule et un effecteur de 
!'autophagie lorsqu'il est phosphorylé (pAMPK). Chez la souris mdx on observe une 
augmentation de la phosphorylation de l' AMPK, mais également de certains 
effecteurs de !'autophagie. Il n'est pas observé de défaut de l'autophagie comme 
suggéré par les travaux de De Palma. Toutefois, les méthodes d'investigations plus 
limitées concernant !'autophagie basale ne permettent pas de conclure à une réelle 
divergence avec les précédents travaux. Quand bien même un défaut de l'autophagie 
basal n'a pu être prouvé ici, au vu des dommages cellulaires massifs rencontrés dans 
la pathologie de la DMD, la stimulation de l 'autophagie relativement basse par 
rapport aux dommages, peut être bénéfique. 
Les défauts métaboliques constatés, ainsi que la déstructuration musculaire viennent 
faire échos aux résultats connus sur la DMD chez la souris ou 1 'Homme. 
La stimulation de la phosphorylation de 1' AMPK par 1' AICAR permet d'observer une 
amélioration des fonctions musculaires au niveau du diaphragme, et de la structure 
musculaire en générale. Ces améliorations passent certainement par la stimulation de 
l' autophagie mais peut-être également, par la stimulation du métabolisme énergétique 
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et de la biogenèse en réponse à l' AICAR ou à l'entrainement, comme le suggèrent de 
récentes études [122, 265, 266]. Ces études démontrent l'activation de l'Acetyl CoA 
carboxylase (ACC) [4, 265, 266], la surexpression de PGCla [122, 266], et 
l'augmentation de l'activité de la COX [266], mais également l'augmentation du 
potentiel membranaire mitochondrial [122]. 
De nombreuses myopathies ont pour causes des défauts du système autophagique 
entrainant l'accumulation de vacuoles dans les fibres, menant à la déstructuration 
totale des muscles, ainsi qu'à leur perte de fonctions et de masse. Les maladies 
lysosomiales ainsi que les modèles d'inhibitions de !'autophagie ont permis de 
déterminer l'importance de !'autophagie dans le maintien des fonctions musculaires, 
et les récents travaux sur la stimulation de l 'autophagie dans des contextes 
myopathiques ouvrent une porte thérapeutique pour le traitement des patients atteints 
de laDMD. 
3.2.2 Conséquences pathologiques d'un exces d'autophagie 
Il a pu être observé qu'une inhibition de !'autophagie entrainait un phénotype 
myopathique sévère or c'est également le cas lorsque l' autophagie est stimulée. 
C'est notamment le cas pour la MDClA (Merosin-deficient congenital muscular 
dystrophy, autosomal recessive), une maladie génétique présentant une déficience de 
la LAMININE-a-2, anciennement MEROSINE [267]. D'une façon intéressante, la 
LAMININE-a-2 se trouve à l'opposé de la dystrophine et joue également un rôle 
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structurant pour la fibre musculaire ainsi qu'un rôle transducteur. Les symptômes de 
cette maladie sont une faiblesse musculaire profonde, des troubles articulaires ainsi 
que des troubles de la colonne vertébrale. Dépendamment de la gravité de la mutation 
des troubles respiratoires. La cause principale de décès est l'infection de tractus 
respiratoire au environ de la première décennie du patient. La génération de modèles 
murins de cette pathologie [268] ont permis d'établir qu 'une cause majeure de la 
pathologie et de la faiblesse musculaire résidait dans l'activation disproportionnée de 
!'autophagie [269] et que son inhibition permettait de rétablir un phénotype 
musculaire normal. 
D'autres modèles murins ont également permis d'établir un lien entre la stimulation 
excessive de !'autophagie et des troubles musculaires. C'est le cas des souris RUNX-
1 KO [270]. RUNX-1 est une protéine interagissant avec l' ADN qui est surexprimée 
dans le cas de dénervation musculaire, ce qui permet de maintenir l'organisation des 
myofibrilles, mais également d'inhiber l'autophagie. Il a été démontré que l'ablation 
de cette protéine, entraine une augmentation de l'autophagie et une atrophie 
musculaire prononcée [270]. 
Le second syndrome de Wolfram est une maladie génétique se caractérisant par la 
modification du gène CISD2, qui code pour la protéine NAF-1. Chez l'Homme, les 
symptômes majeurs sont l'apparition d'un diabète melitus ou insipide, mais 
également une dégénérescence des tissus musculaires. Dans le modèle murin, 
l'observation en microscopie électronique des muscles, révèle une importante 
déstructuration des muscles avec accumulations de mitochondries anormales. 
L'ablation de NAF-1 permet une activation substantielle de !'autophagie (Figure 3.8). 
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Si l'excès d'autophagie présente une évidente relation avec des phénotypes 
musculaires de type myopathie, les symptômes semblent relativement moins sévères 
que dans les cas d'une inhibition. 
En conclusion, un dérèglement du système autophagique entraine irrémédiablement 
des conséquences négatives sur le muscle, et la correction de ce dérèglement permet 
de restaurer un phénotype musculaire normal. 
59 
3.3 La mitophagie 
L'autophagie est, selon la précédente description, un mécanisme de dégradation 
générale des dommages cellulaires, des protéines à longue demi-vie, et des organelles 
endommagées. Il a été discuté du rôle, dans la pathogenèse de la DMD, des 
dysfonctions mitochondriales mais également établi un défaut du système 
autophagique. La mitophagie se trouve à l'interface de ces deux mécanismes. Nous 
discuterons dans ce paragraphe, dans un premier temps, des mécanismes impliqués 
dans la spécificité de la dégradation des mitochondries puis, des conséquences 
pathologiques potentielles de son dérèglement. 
Ce système spécifique est premièrement décrit [16] suite au travaux originaux menés 
sur les levures [271] où, il a été démontré que la dégradation des mitochondries passe 
par un mécanisme spécifique qu'il est possible d'inhiber. 
L'étude de la dégradation des mitochondries chez la levure, à permis de lever le voile 
de la spécificité et du ciblage [272-274] de ces organelles dans le processus de 
dégradation. En effet, la variation du milieu nutritif, entrainant une transition des 
systèmes métaboliques, fait générer à la mitochondrie de haut taux de radicaux libres, 
mettant ainsi en danger la survie des levures. La dégradation de ces structures est un 
moyen spécifique de protection, doté de ces propres moyens de régulation notamment 
les Atg -31/32 et 33 [275 , 276]. 
La mécanique derrière la mitophagie chez les mammifères peut se scinder en deux 
voies distinctes. La première passe par le recrutement d'adaptateurs à la membrane et 
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le second, plus direct, met en Jeu des récepteurs de !'autophagie (figure 3.9). 
Toutefois ces deux systèmes sont activés par une dépolarisation de la membrane 
mitochondriale [277]. 
A. Autophagy Adaptors 
B. Mitochondrial Autophagy Receptors 
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Figure 3.11 Différents types de mitophagie chez les mammifères. Tiré de 
[278] 
L'observation de ce phénomène chez les mammifères a pu être possible grâce à la 
découverte d'une protéine fortement impliquée dans le contrôle qualité 
mitochondriale. L'inhibition malencontreuse du complexe 1 de l'ETC, due à 
l'injection d'une drogue analogue à la Meperidine, a entrainé un syndrome de type 
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parkinsonien chez 4 patients [279], des observations similaires ont également été 
faites dans des modèle d'ablation de Park2 [280-282], ce qui a permis d'établir le lien 
entre mitochondrie et PARKIN. PARK.IN, une E3-ligase codée par le gène Park2, et 
dont l'ablation chez l'Homme entraine la maladie de parkinson a donc été étudiée 
pour finalement apporter les preuves d'un tel mécanisme chez les mammifères [283]. 
Il a pu être établi, dans des modèles cellulaires premièrement, que P ARKIN est une 
protéine majoritairement cytosolique qui, en cas de dépolarisation de la membrane 
était recrutée à la mitochondrie en vu de sa dégradation (Figure 3.10). Afin de mieux 
établir ce système et de le discerner d'une autophagie globale, les mêmes essais ont 
été conduits dans des cellules dont l'initiation de !' autophagie était inhibée (ATG5 
KO). Les résultats confirment l'existence d'un système autophagique dépendant de 
P ARKIN et dont la cible unique est la mitochondrie. De plus, ce mécanisme peut 
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Ce mécanisme a pu être enfin élucidé grâce à la découverte d'une protéine recrutant 
PARKIN à la membrane mitochondriale, tout d'abord chez la Drosophile [285-287] 
puis confirmé dans des modèles cellulaires [288] et des modèles murins [289, 290]. 
PINK-1, est une kinase mitochondriale qui phosphoryle notamment MFN-1 et 2 [291, 
292] pour activer le recrutement de PARKIN à la membrane mitochondriale (figure 
3.11). Une fois recrutée à la membrane externe mitochondriale, PARKIN grâce à son 
rôle de E3-ligase, ubiquitinera la membrane au niveau de VDAC et MFN-1 /2, 
permettant à p62 de s'y fixer et ainsi recruter le LC3II au cargo (VIII-A) [277]. 
L'expression de PINK-1 n'est pas dépendante de l'expression de Park2, par contre, le 
recrutement de P ARKIN à la membrane est dépendant de la présence de PINK-1 mais 
également de NIX, potentiellement responsable dans cette cascade moléculaire de la 
dépolarisation de la membrane [277]. 
Lors de l'ablation de PARKIN dans des myocytes murins, on observe l'accumulation 
de mitochondries anormales [282] mais également des dysfonctions mitochondriales 
aux niveaux des leucocytes [293] et des fibres musculaires (données non publiés du 
laboratoire ). De même, l'ablation de PINK-1 entraine, chez la souris une 
accumulation de larges mitochondries dans le cortex cérébral, ainsi que l'apparition 
de dysfonctions mitochondriales dans le striatum [290]. Ces résultats tendent à 
montrer que l'inhibition potentielle de la mitophagie par l'ablation de certains de ses 
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Le second système consiste au recrutement de récepteurs directs du LC3II, sans le 
concours de p62, ou PINK-1 et PARKIN. 
Le couple BNIP3/NIX (figure 3.5) est recruté à la membrane mitochondriale suite à 
la dépolarisation de la mitochondrie. BNIP3 et NIX sont des protéines contenant un 
motif BH3 comme BCL-2 [295, 296], et dont la partie carboxy-terminale permet 
l'insertion dans la membrane mitochondriale. Ces deux protéines sont sous le 
contrôle de HIF-1, un senseur de l'hypoxie cellulaire [297] , mais aussi sous celui 
FOX03, lors de privation nutritive du milieu cellulaire [298]. Lorsque la membrane 
mitochondriale est dépolarisée, NIX et BNIP3 y recrute LC3 et le fixe grâce au motif 
LIR présent dans leur séquence [299]. FUNDCl est une protéine mitochondriale dont 
l'activation par l'hypoxie permet de recruter LC3II et de le fixer à la membrane grâce 
au même motifLIR [300]. 
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Enfin, la CARDIOLIPIN (CL) est un phospholipide de la membrane interne 
mitochondriale, qui sous l'influence d'une faible dépolarisation due à l'inhibition du 
complexe I par exemple, se déplace à la membrane externe et initie la mitophagie 
fixant LC3. Le mécanisme activant le déplacement de la CL semble plus tenir de la 
dysfonction des complexes de la chaîne respiratoire et de l'intégrité de la 
mitochondrie, que de la dépolarisation elle-même [301]. 
La mitophagie est bien un système de dégradation spécifique de la mitochondrie, dont 
les effecteurs multiples assurent une redondance. Les stimuli permettant d'initier ce 
système sont le stress oxydant généré par l'hypoxie, le manque de nutriments et les 
dysfonctions mitochondriales. 
Au cours de cette revue de littérature, l'importance des mitochondries dans la 
pathogenèse de la DMD a clairement été établie, comme a pu l'être le rôle de 
}'autophagie dans la dégradation des dommages liés au phénotype musculaire des 
patients. Si un problème de !'autophagie générale a pu être observé dans les modèles 
murins et humains, et au vu des dysfonctions mitochondriales observées, ainsi qu'aux 
hauts taux de ROS enregistrés, il est imaginable d'observer une modification de 
l'activation de la mitophagie également dans un contexte de DMD. 
CHAPITRE IV 
HYPOTHÈSE DE RECHERCHE 
Notre revue de la littérature met en évidence que dysfonctions mitochondriales et 
altérations de !'autophagie / mitophagie sont deux mécanismes importants dans la 
progression de la DMD. 
Nous proposons d'étudier le rôle de !'autophagie et de la mitophagie dans la 
pathogenèse de la DMD au travers de la mesure des capacités fonctionnelles 
mitochondriale. 
Pour ce faire, nous avons généré deux nouveaux modèles de souris transgéniques 
dans le but d' inhiber la mitophagie grâce au modèle mdx-Park2 KO et de stimuler 
!'autophagie générale grâce au modèle mdx-NAF-1 +!- . 
Park2 est le gène codant pour la protéine PARKIN, identifiée comme un modulateur 
de la mitophagie [288]. La lignée murine dont l'expression du gène est altérée a été 
crée par Perriquet [302], et le croisement de ces souris avec une lignée mdx, nous 
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permettra d'observer les fonctions mitochondriales dans un contexte de DMD en 
l'absence potentielle de mitophagie. Ces souris devraient présenter un phénotype 
myopathique plus prononcé, et des dysfonctions mitochondriales plus importantes. 
Nous proposons donc de démontrer que la mitophagie est un mécanisme essentiel au 
maintien de la qualité et des fonctions mitochondriales chez la souris mdx. 
Nutrient-deprivation autophagy factor-] (N AF-1 ), est une protéine identifiée dans le 
contrôle de !'autophagie agissant en amont de BCL-2 au niveau du réticulum 
endoplasmique, afin de bloquer !'autophagie. Une lignée murine de l'ablation de 
l'expression de ce gène a été créée par l'équipe de Shore et présente une sur-
activation de !'autophagie [228]. Toutefois, afin d'obtenir une activation modérée de 
l' autophagie le croisement avec des souris mdx se fera à l'état hétérozygote 
présentant une ablation partielle de l' expression du gène. Ce modèle permettra 
d'évaluer l'impact de l'augmentation partielle de !'autophagie sur les fonctions 
mitochondriales. 
Les souris mdx- Naf-1+1-, devraient présenter un phénotype musculaire proche de la 
normale, et des fonctions mitochondriales améliorées. 
Nous proposons ainsi de démontrer que la stimulation partielle de !'autophagie 
permet de rétablir les fonctions mitochondriales chez la souris mdx ainsi que le 
phénotype musculaire. 
L'étude consiste donc en l'analyse parallèle, des deux populations décrites et de leurs 
contrôles respectifs, selon les paramètres de capacités fonctionnelles mitochondriales 
et autophagiques. 
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Les capacités fonctionnelles mitochondriales ont été évaluées sur fibres 
perméabilisées de muscles squelettiques au travers de la respiration mitochondriale, 
de la production de peroxyde d'hydrogène et de la capacité de rétention calcique. La 
quantité de protéines de la chaîne respiratoire et du cycle de Krebs, ainsi que leurs 
activités enzymatiques ont été mesurées dans des homogénats de muscle. 
L' autophagie basale comme les flux autophagiques ont été mesurés par la 
quantification de l' expression des gènes principaux des différentes étapes de 
!'autophagie. Le flux autophagique a été généré en réponse au jeûne et au blocage de 
la dégradation des auto-phagosomes à la chloroquine. 
CHAPITRE V 
MÉTHODES DE DÉTECTION, MESURES ET ANALYSES 
5.1 Croisements des souris, gestion de colonies et genotypage 
Les animaux ont été générés et manipulés en secteur exempt d'organisme pathogène 
spécifique (EOPS ou SPF pour « Specific Pathogen Free ») selon un cycle diurne 
nocturne 12 :12. Une diète standard ainsi que l'eau étaient fournies ad libitum. Les 
animaux mâles de 6 et 12 semaines ont été sacrifiés par dislocation cervicale. 
Toutes les procédures ont été validées par un comité sous les numéros de protocole 
#13-061 (secteur EOPS) et #13-062 (secteur conventionnel). 
5 .1.1 Obtention des souris 
Les souris utilisées pour cette étude sont le croisement d'organismes génétiquement 
sélectionnés (OGS), soit les souris mdx et d'organismes génétiquement modifiés 
(OGM) soit les souris Parkin KO et Naf-1 KO. 
L'obtention de lignées stables, au génotype connu et sans dérive possible nécessite de 
suivre des protocoles de dérivation simples. 
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5 .1.1.1 Les souris mdx 
Comme décrit par Bulfield en 1984, l'obtention de souris portant une mutation du 
chromosome X proche de la myopathie de Duchenne, se fait par dérivation successive 
de cinq générations. Plutôt que de les dériver au laboratoire, nous avons privilégié 
l'achat auprès du fournisseur d'animaux Jackson Laboratories (C57BL/10ScSn-
DmdmdxJ). Ces souris sont issues d'un fond congénique C57BllOJ, c'est-à-dire que 
toutes les souris sont génétiquement identiques au C57BL10J d'origine sauf pour le 
locus de la dystrophine. 
5.1.1.2 Les croisements mdx-Park2 et mdx-Nafl 
Les souns Parkin KO (Park2) [303] ne présente pas, au mveau musculaire, 
d' altération structurelle mais on observe des déficits importants en termes de 
respiration mitochondriale, une plus grande sensibilité à l'ouverture du pore de 
perméabilité ainsi qu'une accumulation de dommages oxydatifs plus important que 
chez les contrôles (données non publiés). Ces évidences laissent supposer une 
accumulation de mitochondries dysfonctionnelles due, peut-être, à un manque de 
mitophagie, sans toutefois le prouver. 
Les souris Naf-1 quant à elles, présentent entre autre un flux d'autophagie augmenté 
[228]228]. 
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Dans l'ensemble ces deux modèles présentent donc d'une part une potentielle 
diminution de la mitophagie et d'autre part une potentielle activation de !'autophagie 
ce qui en fait deux modèles intéressants dans le cadre de la modulation de 
l' autophagie. 
Les croisements des deux modèles se sont faits selon les mêmes modalités. 
Un premier croisement (Figure 5.1), Fl entre les souris mdx et des souris Parkin_,_ a 
donné une génération F2 de pure hétérozygotes mdx-Parkin +!-. La génération F3 issue 
du croisement d'animaux de F2, est composée de trois génotypes différents à savoir, 
des homozygotes portant la mutation Park2 (mdx-Parkin·'-), des homozygotes non 
mutés (mdx-Parkin +/+), et des hétérozygotes (mdx-Parkin +/-). La génération F4 sur 
laquelle nous avons travaillé, est issue de croisements homozygotes, mdx-Parkin +!+ X 
d P k. +;+ d P k. _,_X d P k. _,_ m x- ar m , ou m x- ar m m x- ar m . 
Reproduction 
F2 MDX ~ 
1 -
Parkin ·/- 1 








MDX-Pa rkin •/· 
i 25 % 25 % 50 % 
F3 
i MDX-Parkin •t• 11 MDX-Parkin ·/· 11 MDX-Parkin •/· 1 
Reproduction MDX-Parkin •/• MDX-Parkin •/• MDX-Parkin ·/· MDX-Parkin ·/· 
Figure 5.1 
F4 X X 
F4 MDX-Parkin •/• 100 % 1 MDX-Parkin ·/· 1 100 % 
Schéma des croisements génétiques opérés pour obtenir les 
souris mdx-Parkin 
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5 .1.2 Maintien de la colonie 
Les souris mdx sont de bons reproducteurs, et les Parkin KO comme les Naf-1 ne sont 
pas connues pour avoir des problèmes de reproduction. Les paramètres ont été étudiés 
sur un nombre moyen de 7 à 9 animaux par groupe, ce qui est communément utilisé 
dans ce genre d'étude. 
5 .1 .3 Gestion du génotype 
Le genotypage a été réalisé par PCR (Polymerisation Chain Reaction), sur les 
générations F2 et F3. Chaque première portée de la génération F4 a été également 
génotypée, afin de vérifier qu'il n'y ait pas d'erreur de croisement. 
Pour ce faire, il a été nécessaire d 'utiliser deux paires de sondes afin de vérifier la 
présence de l'ADN sauvage (WT), et la présence de l'ADN muté (NEO). Les 
séquences suivantes ont été utilisées: WT-S: TCC ACT GGC AGA GTA AAT GT; 
WT-AS: TGC TCT GGG GTT CGT C-3; NEO-S: CGT GCT TGC CGA ATA TCA 
T; NEO-AS : AAG GCG ATA GAA GGC GAT G. La séquence de PCR utilisée a 
été la suivante : Dénaturation 95°C 8 min (1 cycle) - Dénaturation 95°C 1 min/ 
hybridation 58°C 1 min/ élongation 72°C 1 min (35 cycles)- stabilisation 72° 5 min 
(1 cycle). 
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5 .2 Respiration, production de radicaux libres et capacité de rétention calcique sur 
fibres perméabilisées 
Une des expérimentations fondamentales de cette étude a été la mesure de la fonction 
mitochondriale. Grâce à trois paramètres essentiels que sont la respiration, la 
production de radicaux libres et la capacité de rétention calcique, la fonction 
mitochondriale a été étudiée en détails. 
5.2.1 La perméabilisation de fibres , principes et intérêts 
La préparation des fibres a été faite suivant la technique développée par Veksler en 
1987 [304] et les modifications de Kuznetsov de 2008 [ 134 ], selon les 
recommandations de Picard en 2011 [305]. 
Le processus de préparation des fibres [306] s'est déroulé en plusieurs étapes. Dans 
un premier temps, le muscle d' intérêt a été prélevé, et placé dans un tampon de 
relaxation (Tampon A: CaK2EGTA 2.77mM, K2EGTA 7.23mM, MgC12 6.56mM, 
DTT 0.5mM, K-MES 50mM, Imidazol 20mM, Taurine 20mM, Na2ATP 5.3mM, 
Phosphocreatine 15mM, pH 7,3 à 4°C). Il a ensuite été dilacéré à l'aide de pince dans 
une boite de Pétri sur la glace. Le principe de la dilacération est de séparer les fibres 
les unes des autres tout en les laissant reliées par un point afin de créer un ensemble. 
Lorsque la séparation a été terminée, les fibres ont été placées dans un bain de 
perméabilisation (Tampon A+ Saponine 50ug/ml ). La saponine est l'agent chimique 
permettant de créer des pores dans les membranes plasmatiques des fibres. Après un 
rinçage en solution A et selon que les fibres seront destinées à l'analyse de la 
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respiration, la production de radicaux libres ou de la capacité de rétention calcique, 
chaque préparation a été lavée dans les bains correspondants soit, le B (Tampon B : 
CaK2EGTA, 2.77mM , K2EGTA 7.23mM, MgCl2 1.38mM, DTT 0.5mM, K-MES 
lOOmM, Imidazol 20mM, Taurine 20mM, K2HP04 3mM, pH 7.3 à 4°C) pour la 
respiration, le Z (Tampon Z : K-MES l lOmM , KCl 35mM , EGTA lmM , MgC12 
3mM, K2HP04 lOmM, BSA 0,5mM, pH 7.3 à 4°C) pour la production de radicaux 
libres, et la C (Tampon C: K-MES 80mM, HEPES 50mM, Taurine 20mM, DTT 
0.5mM, MgC12 lOmM, ATP lOmM, pH 7.3 à 4°) pour la capacité de rétention 
calcique. Au terme de ces lavages, les préparations destinées à la respiration et à la 
production de radicaux libres sont prêtes pour analyse. Il faudra à nouveau deux 
étapes pour que la préparation des fibres destinées à l'étude de la capacité de 
rétention calcique soit terminée, à savoir, la solubilisation des filaments de myosines 
à l'aide d'un tampon à haute teneur en KCl (Tampon D: KCl 800mM, HEPES 
50mM, Taurine 20mM, DTT 0.5mM, MgC12 lümM, ATP lümM, pH 7.3 à 4°C), et 
le rinçage dans la solution de mesure (Tampon CRC: Sucrase 250mM , EGTA-Tris 
Base 5µM, Tris-MOPS lümM, pH 7.3 à 4°C). 
Il est essentiel que tout le processus se fasse à 4 °C et que les fibres soient 
constamment immergées. La préparation doit être le plus rapide possible, mais la 
qualité de dissection constante pour ne pas influencer les résultats. 
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Figure 5.2 Schéma de la préparation des fibres 
5.2.2 Respiration mitochondriale 
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L' évaluation de la respiration mitochondriale est en fait la mesure de la vitesse de 
consommation d 'oxygène après stimulation des différents complexes à 23°C [304]. 
Chaque unité de la chaîne respiratoire peut être modulée grâce à son substrat 
spécifique ou par un inhibiteur. La séquence d'ajout des différents produits permet 
ainsi d'isoler chaque complexe et d'en déterminer sa contribution à la respiration. 
La séquence utilisée pour cette étude est la suivante. Après l' obtention d'un plateau 
stable des fibres uniquement (état I) dans 1 mL de Tampon B, on ajoute du glutamate 
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(2,5mM) et du malate (5mM) qui, en passant par le cycle de Krebs permettront de 
produire du NADH+H+, le substrat du complexe I (état II). La chaîne respiratoire est 
alors lancée à faible régime, les complexes I, III et IV sont activés . 
L'ajout d' ADP (2mM) accélère la synthèse d' ATP, créant une diminution du 
potentiel de membrane, les complexes accélèrent alors l'oxydation de leurs substrats 
pour extraire des protons à la membrane et rétablir le potentiel de membrane (état III) . 
L'ajout d'amytal (2mM) permet de couper l'activité du complexe I et de ralentir la 
respiration. L'ajout de succinate (lOmM) apporte au complexe II son substrat, le 
F ADH,H+, les complexes II, III et IV ainsi que l' ATP synthase sont activés . 
Le Carbonyle Cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) est un protonophore 
permettant aux protons de traverser les doubles membranes lipidiques sans l'aide de 
canaux. L'ajout de CCCP (lµM) dans la préparation entraine les protons de l'espace 
inter-membranaire dans l' espace interne diminuant ainsi le gradient électrochimique 
et le potentiel de membrane. Afin de rétablir ces deux paramètres, les complexes de la 
chaîne respiratoire sont activés à leur vitesse maximale théorique (état découplé) . 
L 'ATP synthase ne subit plus la pression du potentiel de membrane, elle fonctionne 
alors comme une ATPase, consomme de l' ATP et rejette des protons à l'extérieur. 
L'antimycine A (8µM) est un inhibiteur du complexe III en agissant au niveau du 
cycle du coenzyme Q, il bloque le transfert des électrons. Ainsi la contribution des 
complexes I et II est bloquée. 
Le TMPD-Ascorbate (0,9/9mM) est un donneur artificiel d'électrons au complexe IV, 
or son auto-réduction dans la cuve a tendance à consommer de l'oxygène, c 'est 
pourquoi l'ajout de KCn (0,6mM) permet d ' en mesurer la quantité par inhibition 
totale du complexe IV. 
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Sur fibres isolées, il est impossible d 'accéder à un état IV, conséquences de la 
présence des ATPases endogènes qui fournissent de l 'ADP en continue. Toutefois, il 
est possible de simuler un pseudo état IV en ajoutant de l'oligomycine, qui en 
inhibant le canal de proton FO bloque la synthèse d 'ATP. 
Le rapport de l' état III sur l'état II permet de contrôler la qualité de la respiration, 
c'est le RCR (Respiratory Contra! Ratio) . 
Les mesures sont effectuées grâce à des électrodes de Clark dans des cuves 
d 'oxygraphie thermostatées (Hansatech, Norfolk, England). La calibration de la 
machine se fait en établissant dans un premier temps, la valeur maximale d'oxygène 
dans la cuve avec du tampon B. Celle-ci est d 'environ 295 nmole.mr' . Dans un 
second temps, on prive le milieu d'oxygène grâce à du dithionite de sodium (Sigma, 
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5.2.3 Production de radicaux libres 
La mesure de la relâche nette d'H202 se fait via la résorufine, une sonde fluorescente 
(Amplex Red, Invitrogen, A12222) qui réagit au contact de peroxyde d'hydrogène 
(H202) en présence de la Horse Radish Peroxydase (HRP) qui catalyse la réaction à 
37°C [307]. 
Comme pour la respiration, on module l'activité des complexes grâce à des 
inhibiteurs ou des substrats, selon une séquence permettant de déterminer le rôle de 
chacun des complexes. 
La séquence pour la production de radicaux libres est la suivante. Après 
l'enregistrement d'un signal fluorescent de base stable (Tampon Z lml, Amplex Red 
50mM, HRP lµM) on ajoute les fibres , puis le substrat du complexe I le glutamate 
(2,5mM). Ensuite, on ajoute le substrat du complexe II, le succinate (1 OmM). On 
stimule ensuite l'ATP synthase avec de l'ADP (0,5mM), puis on bloque l'activité du 
complexe III grâce à l'antimycine A (lOµM) . 
On effectue les mesures grâce à un spectrofluoromètre (F 2500, Hitachi) dans des 
semi-micro cuves de quartz. La calibration s'effectue par ajouts successifs d 'une 
quantité connue de peroxyde d'hydrogène, et l'établissement d'une équation du 
premier degré exprimant la fluorescence en fonction de la quantité de peroxyde 
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Figure 5.4 Courbe type de production de radicaux libres 
5.2.4 Rétention calcique et ouverture du pore de perméabilité 
L'obtention des valeurs de rétention calcique et de temps pour l'ouverture du pore de 
transition de perméabilité se fait également à 3 7°C grâce à une sonde fluorescente 
(Calcium green, Invitrogen, C3737) qui, après excitation et en présence de calcium 
émet une fluorescence [308]. 
La procédure commence par l'établissement d'un signal de fluorescence stable 
(environ 200 mU.A Fl) modulé par l'EGTA (Fluka, 03779), un chélateur d' ions 
divalents comme le calcium (Tampon CRC lml, thapsigargine 1 µM , Ca-Green 1 µM, 
Glutamate 5mM, malate 2,5mM, Phosphate inorganique (Pi) 1 OmM). Puis les fibres 
sont introduites dans la chambre de quartz et une quantité connue de calcium y est 
ajoutée (8nMoles). 
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Théoriquement, le signal augmente (800-1200 mU.A FI) et les mitochondries 
commencent alors à capter le calcium. Le signal diminue jusqu'à atteindre un plateau, 
la dérivé de la courbe devient nulle, c'est à ce point qu'on estime que les 
mitochondries ont ouvert leurs pores de transition de perméabilité. La quantité de 
calcium prise, ainsi que le temps avant l'ouverture sont calculés grâce à ce point. 
Ainsi on calcul la quantité de calcium prise comme suit: 
Fmax -F dy 
-=O Quantité de Ca2+ = dx x8 
Fmax -Fmin 
La quantité de calcium est exprimée en nMole de Ca2+, Fmin est la fluorescence du 
signal de base, Fmax la fluorescence au pic après l'ajout de calcium, et F dy =O est la 
dx 
fluorescence au point d'inflexion de la courbe. Huit représente en nMole la quantité 
de calcium ajoutée. 
On mesure le temps d'ouverture du pore de la même façon: 
TPO = Tmax - T dy 
dx=O 
Le TPO (Time to Pore Opening) s'exprime en secondes, Tmax est le temps au pic 
après l'ajout de calcium, et T dy=o le temps au point d'inflexion de la courbe. 
dx 
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La calibration se fait par ajouts successifs de quantités connues de calcium du niveau 
basal au niveau maximal du pic. On s'aperçoit alors que la relation entre la quantité 
de calcium et la fluorescence n'est pas linéaire mais exponentielle. Toutefois l'ajout 
de 8 nMole de calcium permet d'être dans la partie linéaire de la courbe et de ne pas 
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5.3 Activités des complexes de la chaîne respiratoire 
Les activités des complexes enzymatiques qui constituent la chaîne respiratoire et le 
cycle de Krebs peuvent également être mesurées de façon spécifique et en dehors 
d'un contexte physiologique mitochondrial. On peut ainsi mesurer l'activité des 
complexes I, II (SDH), IV (COX) et celle de la citrate synthase (CS) par une méthode 
spectrophotométrique [307]. 
Le principe de chaque dosage, est qu'après l'obtention d'un homogénat du tissue 
d'intérêt (Tampon d'homogénéisation: EDTA lmM, Triethanolamine 50mM), on 
fournisse à chacun des complexes un substrat qui lui est propre et dont on peut suivre 
la variation d'absorption au cours du temps. Chaque échantillon est mesuré en 
triplicata, afin de minimiser la variabilité expérimentale. 
On mesure l'activité du complexe I grâce aux variations d'absorbance du NADH à 
340nm. En présence de decylubiquinone, le complexe I oxyde Je NADH en NADH2• 
On inhibe les complexes III et IV avec de l'antimycine A et du KCn, pour isoler 
l'activité du complexe I. Afin de retirer l'oxydation non spécifique du NADH, on 
inhibe à la fin de la réaction le complexe I avec de la roténone (20mM) et l'activité 
est déterminée comme la différence des pentes. Le coefficient d'extinction molaire du 
NADH à 340nm est 6220 L.mor' .cm-'. 
82 
Tableau 5.1 Composition du tampon de mesure du complexe 1 
Composants Concentration Finale 




Antimycine A 0,4mM 
Decylubiquinone 100mM 
L'équation du calcul des activités peut être écrite comme suit: 
[(Pente */::,. D)] [V] Activité CI en mU. mg-1 = (EMxl) x m 
Où la Pente est en DO.min-1, t:,. D est le facteur de dilution de l'échantillon, EM le 
coefficient d'extinction molaire du NADH, l le trajet optique en cm (0,552 cm en 
plaque 96 puits), V le volume dans la cuve en nL et finalement m la quantité de 
protéines en mg. 
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L 'activité du complexe II se fait par la mesure des changements d ' absorbance du 
DCIP (Sigma, 33125) à 600nm. L'oxydation du succinate et de la decylubiquinone 
par le complexe II permet la réduction du DCIP dont l'absorbance diminue. L'ajout 
de roténone pour bloquer le complexe 1 et de KCn pour inhiber le complexe IV, 
permet de bloquer le flux d'électron. On peut mesurer l'auto-réduction du DCIP en 
ajoutant du malonate (1 OmM) qui inhibe le complexe II et ainsi, corriger les valeurs 




• L 'équation de calcul est la même que pour le complexe I. 
Tableau 5.2 Composition du tampon de mesure du complexe II 
Composants Concentration Finale 
50mM-2mM 










L'activité du complexe IV est mesurée via la diminution de l'absorbance du 
cytochrome c oxydé par celui-ci. Pour ce faire, il faut fournir au complexe IV du 
cytochrome c réduit et purifié. Le coefficient d'extinction molaire du DCIP est de 
29,5 L.mor1 .cm-1• L'équation de calcul est la même que pour le complexe 1. 
Tableau 5.3 Composition du tampon de mesure du complexe IV 
Composants Concentration Finale 
Tampon Kpi SOmM 25mM 
Dodecylmaltoside 0,1% 
Cytochrome C 100mM 
La citrate synthase est la première enzyme du cycle de Krebs qui permet la 
transformation d'une molécule d'acétyle-CoA et d'oxaloacétate en citrate et libérant 
du CoA-SH. On peut suivre l'activité de la CS par le changement d'absorbance du 
DTNB (Sigma, D8130) à 412 nm. Le groupement thiol du CoA-SH, va cliver le pont 
disulfure du DTNB, pour générer du 2 NTff. Dans l'eau, le NTff s'ionise en NTB2-
qui a une couleur jaune et absorbe la lumière à 412nm. On peut donc suivre l'activité 
de la CS via la conversion du DTNB. Le coefficient d'extinction molaire du DCIP est 
de 13,6 L.mor1 .cm-1• L'équation de calcul est la même que pour le complexe 1. 
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Tableau 5.4 Composition du tampon de mesure de la citrate synthase 
Composants Concentration Finale 
Tris 200mM lOOmM 
Acetyl CoA 200mM 
DTNB 200mM 
Triton X-100 10% 1% 
H20 
5 .4 Évaluation du contenu mitochondrial via des marqueurs protéiques 
5.4.1 Préparation des échantillons 
Il est également possible d' évaluer le contenu mitochondrial en mesurant des 
marqueurs tels que des protéines mitochondriales, et de faire le ratio protéines 
mitochondriales sur protéines non mitochondriales. 
Les protéines sont extraites après dilacérations des muscles dans du tampon RIPA 
[309] (Radio-Immuno-Precipitation Assay) contenant l' inhibiteur de protéase 
( cümplete, Roche). La préparation est ensuite homogénéisée mécaniquement dans un 
robot à l 'aide de billes métalliques à 4°C. Les surnageant sont récupérés après 
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centrifugation à 4 °C 20 minute-12000 rpm. Le contenu protéique est dosé par la 
méthode de l'acide bicinchoninique BCA [31 O]. 
Une fois les échantillons préparés et dosés, l' identification des protéines d'intérêt se 
fait par western blot [311, 312]. Le principe général est qu'après séparation des 
protéines selon leur poids moléculaire sur un gel d'acrylamide en condition 
dénaturante (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulfate -PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis), elles sont transférées sur une membrane de PVDF (PolyVinyle 
Dene Fluoride) grâce à l'application d'un champ électrique. Par la suite, grâce à des 
anticorps spécifiques, on révèle la présence de protéines que l'on peut également 
quantifier, grâce à une réaction de chimioluminescence entre un anticorps couplé à 
une enzyme, et du luminol. La lumière émise est imprimée sur des films 
radiographiques. 
5.4.2 Détection des protéines d' intérêts 
Les marqueurs du contenu mitochondrial mesurés sont principalement des protéines 
membranaires mitochondriales dont certaines sous-unités de la chaîne respiratoire qui 
peuvent être détectées par le cocktail MitoProfil® Total OXPHOS (Abcam abl 10413) 
(CI : NDUFB8 ; CII : SDHB ; CHI : UQCRC2 ; CIV : MTCO 1 ; ATP synthase : 
ATPSA), et différentes protéines de la membrane externe, comme VDAC (Cell 
signalling 4866) et TOM70 (SantaCruz C-18). 
Pour chaque protéine détectée, il est important d 'obtenir sur la même membrane un 
contrôle interne afin d'attester que les quantités de protéines totales sont les mêmes 
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entre les échantillons. Pour ce faire, il est possible, de quantifier une protéine connue 
pour sa stabilité telle que la Beta-Tubulin ou la GAPDH. Il est également possible de 
révéler l'ensemble des protéines présentes sur la membrane et de la quantifier grâce 
au rouge Ponceau (Ponceau S Solution, Biotium, 22001). 
5 .5 Flux autophagique et mitophagie 
L'étude de l'autophagie peut se faire via plusieurs paramètres et selon plusieurs 
méthodes comme décrit par Klionsky [262]. Une des méthodes les plus utilisées et 
parmi les plus fiables, est l'évaluation du flux autophagique [313, 314] , c'est-à-dire la 
mesure de la formation d'auto-phagosome. Comme décrit au chapitre sur 
l' autophagie, après fermeture de la double membrane autour des protéines ou de 
l'organelle à dégrader, l'auto-phagosome fusionne avec un lysosome pour 
dégradation. Pour mesurer le taux de formation de ceux-ci , il est donc nécessaire de 
bloquer la fusion et ainsi empêcher la dégradation des structures d' autophagie 
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5 .5 .1 Drogue et protocole animal 
Il existe plusieurs drogues empêchant la formation des auto-lysosomes qui agissent à 
différents niveaux et à différents taux de réponses comme décrit par Klionsky [262]. 
La chloroquine, aussi connue sous le nom de résochine, est avant tout un anti-
paludique utilisé dans les années 1940. Elle sert également d'antibiotique et d'agent 
de transfection. Concernant !'autophagie, la chloroquine empêche la fusion des auto-
phagosomes. La chloroquine est injectée en IP à 50 mg/kg/jour pendant 4 jours, le 
quatrième jour les souris sont mises à jeun et sacrifiées 24 heures après . La mise à 
jeun permet de stimuler !' autophagie et ainsi d'augmenter le nombre d'auto-
phagosomes observables. 
La chloroquine a été choisie parmi les autres choix afin de maintenir une cohérence 
avec les protocoles de nos collaborateurs à des fins de publication. L'usage de cette 
drogue sur les animaux a été implémenté au protocole de santé animale (#13-062), 
sous les conditions décrites précédemment. 
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5.5.2 Détection et résultats 
Après avoir injecté les animaux selon le protocole établi pour la chloroquine, les 
animaux sont sacrifiés et les muscles (Gastrocnemius (GAS), Tibialis anterior (TA), 
Extensor Digitorum Longus (EDL), Diaphragme (DIA), et Cœur (HRT)) prélevés et 
congelés dans l'azote liquide. 
Ces échantillons sont préparés comme décrit au paragraphe V.D. 
Les principaux marqueurs d 'autophagie étudiés seront le ratio LC3 II/ LC3 I, et Je 
contenu en p62. 
Quant à la mitophagie, qui ne peut-être quantifié de manière spécifique, elle sera 
estimée en comparant l'abondance de protéines mitochondriales à l' état basal et en 
présence d'une inhibition de la dégradation des auto-phagosomes par la chloroquine. 
5.6 Statistiques 
Les analyses statistiques ont été réalisées grâce au logiciel SPSS (version 20.0; SPSS 
inc., Chicago, IL, USA).Des statistiques descriptives ont été utilisées afin de présenter 
les caractéristiques des animaux. La distribution des données a été vérifiée par un 
test de Skewness-Kurtosis avant de conduire des t-tests entre les différents groupes 
d'interêts. Les valeurs de p inférieures à 0,05 ont été considérées comme 
significativement différentes. 
Les résultats sont présentés± leurs S.E.M (Standard Error to the Mean). 
CHAPITRE VI 
RÉSULTATS 
Dans cette section seront consignés les résultats des expérimentations menées tout au 
long du projet. Dans un premier temps seront présentés les résultats concernant le 
modèle transgénique mdx-Park2 afin d'évaluer l'effet de la perte d'expression du 
gène codant pour la protéine P ARKIN sur le phénotype mitochondriale des souris 
mdx. 
Dans un second temps seront présentés les résultats concernant le modèle 
transgénique mdx-NAF-l afin d'évaluer l'impact de la diminution d'expression du 
gène codant pour la protéine NAF-1 sur !'autophagie au niveau du muscle strié 
squelettique et ses répercussions sur la fonction mitochondriales chez les souris mdx . 
6.1 Caractérisation phénotypique des souris mdx-Park2-I-
En ce qui concerne le modèle mdx-Park2+1+, nous avons observé que les souris ne 
présentaient aucun phénotype pathologique visible, et ont connu une prise de poids 
significative (p=0,0001) normale entre la 6ième et la 12ième semaine d'âge, périodes 
correspondant respectivement aux vagues de dommage myonécrotique et de 
régénérescence (figure 6.1 et tableau 6.1 ). Cette prise de poids entre la 6ième et la 
12ième semaine a également été observée chez les souris mdx-Parki-1- (p=0,0001). Par 
ailleurs, l'inactivation de Park2 chez la souris mdx-ParkT1- n'a induit aucune 
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modification de poids corporel tant à 6 (24,22 ±0,64 g versus 23 ,80 ±0,88 p= 0,701) 
qu'à 12 semaines (29,27 ±0,45 g versus 28,53 ±0,57 p= 0,317). Par ailleurs, comme 
les souris contrôles, les souris mdx-Parkz 1- ne présentaient aucun signe visible de 




































































































































































































































































































































































































































































































6.2 Impact de la perte d'expresion de PARKIN sur !'autophagie et la mitophagie 
chez la souris mdx 
Tel que présenté à la Figure 6.2, l'inactivation de Park2 n'a pas entrainé de variation 
significative du rapport LC3-IVLC3-I chez la souris mdx. Toutefois, à 6 semaines 
d'âge, le rapport LC3-II/LC3-I tendait à être 20% (p=0,085) plus élevé dans le 
gastrocnemius des souris mdx-ParkT1- comparativement à leur contrôle mdx-
Park2+1+. Tandis qu'aucune variation due à l'âge n'a été observée chez les souris 
mdx-Park2+!+ (p=0,234), !'autophagie tendait à être 22% (p=0,081) plus faible chez 
les souris mutantes entre 6 et 12 semaines. Ces données laissent penser qu'une 
diminution de la dégradation spécifique des mitochondries aie pu entrainer une 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































En ce qui a trait à la mitophagie, la Figure 6.3 indique que durant la phase 
myonécrotique, la quantité de protéines du complexe II tendait fortement à être 
supérieure (p=0,053) tandis que les quantités de protéines du complexe III et de 
l' ATP synthase étaient significativement supérieures (p= 0,02 et 0,008) dans le 
gastrocnemius des souris mdx-ParkT1- comparativement aux souris contrôles mdx-
Park2+1+ . En réponse à la chloroquine, l'accumulation de protéines mitochondriales 
ne semblait toutefois pas être modifiée chez les souris mdx-ParkT1-. 
Bien que préliminaires ces résultats suggèrent donc que l'absence de P ARKIN 
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(A) Quantité de protéines mitochondriales. (B) Ratio des quantités de protéines 
mitochondriales avant et après inhibition de la fusion des auto-phagosomes. (C) 
Représentation des western-blets. Les quantités de protéines sont mesurées par 
Western-Blot (Oxphos Cocktail, abl 10413, Abcam 111000). Les résultats sont une 
moyenne des mesures réalisées pour chaque groupe ±S.E.M. Les valeurs de p ont été 
obtenues après des t-tests, et les valeurs de p< 0,05 sont considérées comme 
statistiquement significatives. 
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c mdx-Park2 ·/· mdx-Park2 +/ + 






+ + + + + + 
Effet de l'ablation de PARKIN sur la mitophagie chez la souris 
mdx à 6 semaines 
(A) Quantité de protéines mitochondriales. (B) Ratio des quantités de protéines 
mitochondriales avant et après inhibition de la fusion des auto-phagosomes. (C) 
Représentation des western-blots. Les quantités de protéines sont mesurées par 
Western-Blot (Oxphos Cocktail, abl 10413, Abcam 111000). Les résultats sont une 
moyenne des mesures réalisées pour chaque groupe ±S.E.M. Les valeurs de pont été 
obtenues après des t-tests, et les valeurs de p< 0,05 sont considérées comme 
statistiquement significatives. 
6.3 Impact de la perte d'expression de PARK.IN sur les fonctions mitochondriales 
de la souris mdx 
De manière à investiguer si une inhibition de la mitophagie dépendante de P ARKIN 
résulte en l'accumulation d' organelles dysfonctionnelles dans le muscle 
dystrophique, la fonction mitochondriale a été étudiée au travers de différents 
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paramètres dans le gastrocnemius sur des homogénats frais de muscle et des fibres 
perméabilisées à la saponine. 
Afin de vérifier les fonctions mitochondriales, la respiration, la relâche nette d'H20 2, 
et les caractéristiques du mPTP ont été mesurées sur fibres perméabilisées. 
Tel que le montre la figure 6.4, l'analyse de divers états respiratoires ainsi que la 
mesure de l' ACR, un index de la qualité du couplage entre oxydation et 
phosphorylation, n'a révélé aucune différence significative entre les souris mdx-
ParkT1- et leurs contrôles mdx-Park2+1+. Par ailleurs, dans les deux souches de souris, 
les fonctions respiratoires à la 6ième et la 12ième semaine étaient comparables à 
l'exception de la vitesse de consommation d'oxygène lors du découplage des 
mitochondries qui augmente significativement chez les souris mdx-ParkT1- entre 6 et 














































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































De plus, comme l'indique la figure 6.5, aucune variation significative de la relâche 
nette d'H202 n'a été constatée entre les souris mdx-ParkT1- et leurs contrôles mdx-
Park2+1+. Comme chez les souris mdx-Park2+1+, des diminutions significatives de la 
relâche d' H20 2 stimulée par le succinate (mdx-Park2+!+ p= 0,024 et mdx-ParkT1- p = 
0,034), par (mdx-Park2+!+ p= 0,015 et mdx-ParkT1- p = 0,008) et l'Antimycine A. 
(mdx-Park2+!+ p= 0,012 et mdx-ParkT1- p = 0,001), ont été observées chez les souris 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































La sensibilité au calcium du pore de transition de perméabilité n'a pas été modifiée 
suite à l'inactivation de Park2. Comme le montre la figure 6.6, la capacité de 
rétention calcique (CRC) était similaire dans les deux souches de souris à la 6ième et la 
12ième semaine. De la même manière pour le temps d'ouverture du pore (TOP), la 
figure 6.6 ne montre aucune différence significative entre les souris mdx-ParkT1- et 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Dans le but de vérifier l'activité des complexes de la chaîne respiratoire 
mitochondriale ainsi que le contenu mitochondrial, nous avons procédé à la mesure 
de l 'activité enzymatique des complexes I, II, IV et de la Citrate Synthase (CS) sur 
homogénats frais de muscle. 
L'analyse de ces activités enzymatique n'a révélé aucune différence significative 
entre les souris mdx-ParkT1- et leurs contrôles mdx-Park2+!+ comme le montre la 
figure 6.7. 
La régénération a entrainé sur nos deux souches munnes une augmentation 
significative de la CS (mdx-Park2+!+ p=0,004 et mdx-ParkT1- p = 0,018) et de 
l'activité du complexe IV (mdx-Park2+!+ p=0,009 et mdx-ParkT1- p = 0,001) et, une 
diminution significative de l'activité du complexe I (mdx-Park2+!+ p=0,009 et mdx-
Park2-1- p = 0,019). 
Globalement, les analyses fonctionnelles indiquent donc que l' inactivation de P ARK2 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6.4 Caractérisation phénotypique des souris mdx-Naf l +I-
Les souris mdx-Naf ]+!- âgées de 6 semaines, ne présentaient aucun signe de variation 
des caractéristiques phénotypiques. De même, à 12 semaines d' âges ces souris ne 
présentaient aucun signe de pathologie, celles-ci ont eu une prise de poids 
significative (p=0,001) comparable à leurs contrôles (mdx-Nafl+I+ p=0,01) entre la 
6ième et la 12ième semaine d'âge, périodes correspondant respectivement aux vagues de 
dommage myonécrotique et de régénérescence (figure 6.8 et tableau 6.8). Pour ces 







































































































































































































































































































































































































































































































6.5 Impact de la perte d'expression partielle de NAF-1 sur !'autophagie et la 
mitophagie chez la souris mdx 
Chez la souris mdx, la perte d'expression partielle de NAF-1 n'a entraîné aucune 
modification significative (p= 0,369) de !'autophagie basale à 6 (p= 0,609) et 12 (p= 
0,759) semaines (figure 6.9 et tableau 6.9). De plus la variation de ce paramètre au 
cours du temps n'était pas significativement différentes chez les souris mdx-Naf-J+l-
(p= 0,369) et leurs contrôles (p=0,094). 
L'absence de modification du profil autophagique à 6 et 12 semaines des souris mdx 
pourrait indiquer que l'ablation partielle de NAF-1 est insuffisante pour stimuler 
!'autophagie comme dans le modèle Naf r1-. Toutefois l'absence de données pour le 
flux autophagique ne nous permets pas de conclure sur l'état de l' autophagie en 
générale. 

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6.6 Impact de la perte d'expression partielle de NF-1 sur le contenu et les 
fonctions mitochondriales de la souris mdx 
De manière à investiguer si l'ablation partielle de NAF-1 modifie la fonction 
mitochondriale dans le muscle dystrophique, la fonction mitochondriale a été étudiée 
dans le gastrocnemius sur des homogénats frais de muscle et des fibres 
perméabilisées à la saponine. 
Afin de vérifier l'impact de ces modifications sur les fonctions mitochondriales la 
respiration et la relâche nette d'H20 2, ont été mesurés sur fibres perméabilisées. 
Tel que montré dans la figure 6.10, l'ablation partielle de NAF-1 chez la souris mdx 
en phase de nécrose, la respiration en glutamate + malate (p=0,058) et état III 
(p=0,053) tendaient fortement à diminuer, tandis que la respiration du complexe II 
(p=0,007) et IV (p=0,002) et à l'état dépolarisé (p= 0,022) étaient significativement 
plus basses. Toutefois l'indice de couplage de l'oxydation et de la phosphorylation 
(ACR) n'était pas significativement différent entre nos souris mdx-Naf J +I- et mdx-
Naf l +I+ (p= 0,567). Ces données semblent indiquer la perte de fonctionnalité 
mitochondriales associée à l'augmentation de l'activité de la CS indépendamment des 
autres enzymes de l 'ETC. 
Suite à la régénération, chez les souris mdx-Naf 1+1+, les taux de respirations en état 
III (p=0,014) et du complexe IV (p=0,0001) ont significativement augmenté. Ces 
augmentations significatives ont également été constatées chez les souris mdx-Naf 
J +I- au niveau de la respiration du complexe IV (p= 0,0001) et de la respiration en état 
découplé (p= 0,033) ainsi qu'une tendance à l'augmentation pour la respiration du 
complexe II (p= 0,059) . Malgré ces augmentations, les taux de respiration restent 
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significativement inférieurs chez les souris mdx-Naf-1+!- comparés à leurs contrôles, 
au niveau de la respiration en état III (p= 0,06), la respiration du complexe II (p= 
0,015), la respiration découplée (p= 0,005) mais pas pour la respiration du complexe 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































On observe en figure 6.11, que la relâche nette d'H20 2 n'a pas été modifiée par 
l 'ablation partielle de NAF-1 chez les souris mdx de 6 semaines. Toutefois 
considérant que les taux de respiration mitochondriale sont en moyenne 25% plus 
faibles chez les souris mdx-Naf l +I- en phase myonécrotique, la relâche nette d'H20 2 
par unité d'oxygène consommée peut être considérée largement supérieur à celle de 
leurs contrôles. Ces données s'intègrent dans l'hypothèse de la perte de fonctionnalité 
mitochondriale des souris mdx-Naf l +I- en phase myonécrotique. 
À partir de la lime semaine, l'analyse de la relâche nette d 'H20 2 stimulée par 
différents substrats a révélé chez les souris mdx-Naf-1+;+ une tendance à la 
diminution lors de la stimulation du complexe II. Chez les souris mdx-Naf-1+!- cette 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Pour des raisons techniques, la susceptibilité à l'ouverture du pore de transition de 
pérméabilité n'a pu être mesuré dans cette série d'expérience. Cependant la mesure 
de l'activité enzymatique des complexes I, II, IV et de la Citrate Synthase (CS) sur 
homogénats frais de muscle. 
Dans les tableau 6.12 et figure 6.12 on observe que chez les souris mdx-Naf-1 +!- âgées 
de 6 semaines, l'activité de la Citrate Synthase était 74% plus élevée par rapport aux 
mdx-Naf ]+!+ (p= 0,006), tandis que l'activité des enzymes de l'ETC n 'étaient pas 
significativement modifiées. Ces résultats pourraient indiquer une perte potentielle de 
fonctionnalité de la chaîne respiratoire. 
Au cours de la régénération l'activité de la Citrate synthase chez les souris mdx-Naf-
1+1- est augmentée de 52% (p= 0,002) et était significativement supérieur de 40% par 
rapport au souris mdx-Naf 1+;+ âgées de 12 semames (p =0,03). L'activité du 
complexe I était significativement diminuée chez les deux souches de souris 
d'environ 40% (mdx-Nafl +I+ p= 0,001 et mdx-Naf l +I- p= 0,0001) tandis que 
l'activité du complexe IV tendait à être 72 % supérieur (p= 0,074) chez les mdx-Naf 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Globalement, les analyses fonctionnelles indiquent donc que l'inactivation partielle 
de NAF-1 n'a entrainé aucune modification de l'autophagie basale à 6 ou 12 
semaines. Toutefois il a été observé que cette ablation partielle a entrainé durant la 
phase myonécrotique, une perte de fonctionnalité mitochondriale révélée par la 
diminution des taux de respiration et une augmentation relative de la relâche nette 
d'H20 2. Cette perte de fonctionnalité perdure à 12 semaines en phase de régénération. 
Les analyses statistiques paramétriques et non-paramétriques ayant révélé les mêmes 
degrés de significativités et après vérification de la distribution des résultats les p 
choisis sont issus des test-t paramétriques. 
CHAPITRE VII 
DISCUSSION 
Tel que discuté dans la revue de littérature de ce mémoire, la dystrophie musculaire 
de Duchenne, est causée par l'absence de la protéine dystophine au niveau du 
cytosquelette. Bien que l' absence de cette protéine constitue le défaut primaire, il est 
maintenant clair que les effets secondaires indirects de l'absence de la dystrophine 
sont des éléments centraux de la physiopathologie. À cet égard, plusieurs études 
provenant de divers laboratoires, incluant le notre, ont permis de démontrer que la 
dystrophie musculaire s 'accompagnait de perturbations de fonctions mitochondriales 
telles que la production d'énergie [3, 5, 115, 118, 122], la relâche de radicaux libres 
[97, 106, 146] et la perturbation de l'homéostasie calcique [ 11, 60, 61 , 68, 77, 106, 
118, 157, 160] et que ces anomalies contribuaient de façon significative à la 
pathologie musculaire. De ce fait, la prévention des dysfonctions mitochondriales est 
de manière générale considérée comme une stratégie viable pour le traitement des 
dystrophinopathies [3, 5, 97, 110, 111, 122, 123, 149, 150, 178]. 
Dans le présent mémoire de Maitrise, nous nous sommes penchés sur le rôle des 
mécanismes de contrôles qualités autophagiques comme déterminant des fonctions 
mitochondriales dans le muscle dystrophique. L'intérêt pour ces mécanismes de 
contrôles de qualité a été motivé par deux facteurs importants. Le premier est 
l'émergence récente de plusieurs études suggérant l'importance de la mitophagie dans 
le maintien de l'homéostasie mitochondriale et cellulaire et le rôle régulateur exercé 
par la E3-ligase PARKJN dans ce processus[283, 289]. Le deuxième facteur est 
131 
l'observation récente par notre groupe [4] ainsi que celui de Marco Sandri [14, 15] 
que l 'autophagie générale est potentiellement insuffisante dans le muscle 
dystrophique, ce qui pourrait en partie expliquer l'accumulation de dommages 
mitochondriaux dans le muscle dystrophique. 
Afin d'aborder cette question, nous avons sélectivement inactivé chez la souris mdx 
l' expression des gènes Park2 et Naf-1 codants pour des protéines connues pour leur 
rôle dans la régulation de la mitophagie (i.e. P ARKIN) et de l' autophagie générale 
(i.e. NAF-1). Les résultats obtenus au cours de ces travaux ont permis de démontrer 
que l'inactivation de Park2 n'a aucun effets notables tant sur le phénotype général 
des souris mdx que des diverses fonctions mitochondriales. À priori, ces résultats 
suggèrent donc que la mitophagie dépendante de PARK.IN n'est pas absolument 
essentielle pour 1 'élimination des mitochondries dysfonctionnelles dans le muscle 
dystrophique. Par ailleurs, ces travaux ont également permis de mettre en évidence 
que l'inactivation partielle du répresseur de !'autophagie NAF-1 dans le muscle mdx 
induisait une diminution assez généralisée de la respiration mitochondriale, un 
accroissement relatif de la relâche mitochondriale d'H20 2 et une augmentation de 
l'activité de certaines enzymes mitochondriales suggérant des modifications 
qualitatives de ces organelles. Globalement, ces résultats ne sont donc pas 
compatibles avec l'idée que l'activation de !' autophagie générale protège contre 
l'accumulation de dysfonctions mitochondriales dans le muscle dystrophique. Dans 
les sections qui suivent, une discussion critique des résultats obtenus est présentée 
afin de mieux cerner leur signification et orienter les travaux futurs . 
D 'emblée, il est important de mentionner que compte tenu notre objectif, qui était 
d'investiguer le rôle des mécanismes de contrôle qualité mitochondrial dans le muscle 
dystrophique, aucune mesures n'ont été réalisées sur des souris contrôles exemptes de 
pathologie (i. e. les C57BllO/ScSnJ), ce qui aurait permis de mettre directement en 
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évidence l'impact de la dystrophie musculaire sur le phénotype mitochondrial. 
Cependant, ce type de comparaisons a été réalisé dans plusieurs études antérieures et 
les résultats ont assez clairement démontré la présence d'anomalies mitochondriales. 
De plus, notre laboratoire avait déjà réalisé une comparaison des fonctions 
mitochondriales investiguées dans le présent travail et avait clairement démontré la 
présence dans le muscle de souris mdx d'une dépression respiratoire, d'une 
vulnérabilité à l'ouverture du PTP et d'une augmentation de l'activité des systèmes 
antioxydants mitochondriaux témoignant d'un stress oxydant chronique [3]. À la 
lumière de l'ensemble de ces résultats, il ne nous apparaissait donc pas prioritaire de 
réaliser à nouveau ce type de comparaison. 
Notre premier objectif était d'observer l'effet de la perte d'expression du gène Park2, 
codant pour la protéine P ARKIN sur la fonction mitochondriale des souris mdx. 
Malgré les évidences présentes dans la littérature l'ablation de PARKIN chez la 
souris mdx n'a entrainé aucune modification du phénotype mitochondrial. Ces 
résultats contrastent avec les résultats d'analyse des fonctions mitochondriales chez 
des souris ParkZ1- exemptes de dystrophie musculaire menée par notre laboratoire 
(non publié) indiquant clairement la présence de dysfonctions mitochondriales 
modérées et multiples. Comme le montre la figure 7 .1, on constate en effet chez les 
souris Parkz1- une importante dépression de la respiration mitochondriale et du 
couplage de l'oxydation phosphorylante (ACR) ainsi qu'une diminution de l'activité 
des complexes I et IV de l'ETC. De plus la sensibilité du pore de transition de 
perméabilité est accrue. De façons intéressantes, les dysfonctions mitochondriales 
induite par l'inactivation de Park2 per se sont similaires à ceux qui accompagnent la 
dystrophie musculaire chez les souris mdx. En effet, comparativement aux fonctions 
souris normales, les souris mdx affichent une dépression sévère de la consommation 
d'oxygène, une diminution de l'activité des complexes de l'ETC, une augmentation 
1 . 
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de la relâche nette d 'H20 2 et une plus grande sensibilité à l'ouverture du pore de 
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Effet de l'ablation de PARKIN sur la fonction mitochondriale 
Or lors de nos diverses analyses de la fonction mitochondriale aucune différence 
majeure n'a pu être enregistrée entre les souris mdx-ParkT 1- et leurs contrôles mdx-
Park2+1+. Plus précisément, aucune diminution de la respiration mitochondriale, de la 
relâche nette d'H20 2, ou de l' activité des complexes de l'ETC n' a été constatée à 6 ou 
12 semaines chez les souris mdx-ParkT1-. 
Les expériences de mesure de la capacité de rétention calcique et de sensibilité du 
pore de transition de perméabilité n'ont pu montrer les perturbations attendues du fait 
de leur importante variabilité. Cette variabilité peut être expérimentale mais 
134 
également due aux manipulations génétiques menées sur ces animaux et de nouvelles 
mesures devraient être entreprises afin de confirmer ces résultats. 
L'absence de variation des fonctions mitochondriales suite à l'inactivation de Park2 
chez les souris mdx semble contradictoire avec la littérature disponible, toutefois, 
plusieurs mécanismes permettraient d'expliquer nos observations. D'abord il est 
intéressant de noter que les dysfonctions mitochondriales imputables à la dystrophie 
musculaire ou l'inactivation de Park2 sont comparables en amplitude. Une première 
possibilité serait donc une absence de cumul des dysfonctions mitochondriales, bien 
que nous n'ayons pas de données permettant de supporter cette hypothèse à l'heure 
actuelle. 
Une seconde hypothèse est que chez la souris mdx, l'activité E3-ligase de PARK.IN 
est déjà inhibée, minimisant ainsi l'impact de l' inactivation génétique de Park2. À cet 
égard, plusieurs études ont démontré que le stress oxydant constitue un signal pour 
l'activation de PARK.IN [315 , 316]. Or, il est également démontré qu'un excès de 
stress oxydant, ou encore l'oxydation de protéines spécifiques mène à une 
inactivation de cette E3 -ligase [317, 318]. De ce fait, il est possible que le stress 
oxydant chronique couramment observé dans le muscle dystrophique engendre une 
perte d'activité de PARK.IN. Cependant, aucune mesures de l'activité E3-ligase de 
P ARKIN n'ont été réalisées chez des souris contrôles et mdx afin d' investiguer cette 
hypothèse. 
Finalement, une troisième possibilité est que l'inactivation de Park2 au niveau des 
cellules germinales chez les souris mdx pourrait mener à des réponses 
développementales adaptatives permettant ce compenser son absence notamment au 
niveau de la mitophagie [319-321]. L'existence de tels mécanismes sont déjà suspecté 
dans le cerveau des souris ParkT1- [322]. De plus, une analyse transcriptomique 
récemment réalisée par notre laboratoire dans le cœur de ces même souris démontre 
que l'expression de plusieurs gènes de }'autophagie générale ainsi que ceux de 
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plusieurs E3-ligases de structure voisine à PARK.IN est augmentée comparativement 
aux souris contrôles [323]. 
Si l'ablation de PARKJN entraine effectivement des dommages mitochondriaux [281, 
282] , tout comme l'absence de dystrophine, l'absence de différence majeure entre les 
souris mdx-Park2+!+ et mdx-ParkT1- pourrait donc être expliquée par différents 
mécanismes dont une augmentation compensatoire de la macro-autophagie, ou, la 
surexpression d 'une protéine homologue. 
D'après les travaux de Chen et Zou [324, 325] PARK.IN est un inhibiteur de 
l' autophagie par le biais de son interaction avec Bcl-2. L'ablation de P ARKJN 
entraine donc potentiellement une augmentation de la macro-autophagie ce qui est 
confirmée par les données collectées dans notre laboratoire (figure 7.2; non publié) 
chez la souris ParkT1-. L' absence de modification du ratio LC3 II/1 à l'état basal 
n'indique pas de modification drastique de la macro-autophagie chez les souris mdx-
ParkT1-, toutefois l'absence de données sur le flux autophagique ne nous permet pas 
de conclure en l'absence de compensation par la macro-autophagie. 
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Effet de l'ablation de PARKIN sur le flux autophagique 
(données non publiés) 
La perte d'expression du gène Park2 dans la lignée germinale des souris mdx a 
toutefois pu modifier l'expression de différentes E3-ligase homologues de P ARKJN. 
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La protéine HHARI (ou ARRIHl) partage une homologie de structure RING-in-
between-RING (RBR) avec PARKIN leurs permettant d'interagir avec les mêmes 
E2-ligases dont UBCH7 [326]. De récent travaux menés par notre laboratoire et non 
publiés montrent que chez les souris Park2-1-, ARRIHl est surexprimé 1,4X suggérant 
une compensation de la perte de PARKIN. Clairement, des études plus approfondies 
sont requise chez les souris mdx-Park2+!+ et mdx-Park2-1-. 
Le but primaire de l'ablation de PARKIN chez la souris mdx était d'inhiber la 
mitophagie comme décrit dans la littérature [283, 289, 327]. Or il n'existe aucun 
moyen direct de mesurer ce mécanisme in vivo et ce travail de recherche a permis de 
développer une nouvelle technique dont la validité reste à confirmer. 
En effet la combinaison de la mesure du flux autophagique par l'inhibition de la 
fusion des auto-phagosomes avec les lysosomes [262] , avec la mesure du contenu 
mitochondrial a permis de mesurer le flux mitophagique et le ratio obtenu entre les 
quantités de protéines après inhibition et avant inhibition en est l'indicateur. A 
l'évidence, cette nouvelle technique nécessite d'être confrontée aux différentes 
techniques indirectes de mesure de la mitophagie afin de valider son utilisation et les 
interprétations issues de cette méthode. Ces techniques validées sont entre autres, 
l'évaluation par microscopie électronique du nombre de d 'autophagosomes contenant 
uniquement des mitochondries. 
Bien que cette méthode expérimentale ne soit pas encore validée et que 
l'échantillonnage mesuré soit faible, nos données indiquent, en accord avec la 
littérature [281, 282], qu'en l'absence de PARKIN le flux mitophagique serait ralenti. 
En effet on observe une accumulation de protéines de l 'ETC à l ' état basal supérieure 
chez les mdx-ParkT1- tandis que le ratio de flux mitophagique est inférieur au mdx-
Park2+1+. 
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Suite à la validation de cette nouvelle méthode, de nouvelles données devraient 
compléter les analyses préliminaires menées dans cette étude. 
Considérant l' ensemble de nos résultats, soit l' absence de modification du phénotype 
mitochondriale lors de l'ablation de P ARKIN chez la souris mdx, mit en perspective 
de la littérature fondant ce projet, nous pouvons raisonnablement conclure que 
l' inactivation de Park2 n'a aucun effets notables tant sur le phénotype général des 
souris mdx que des diverses fonctions mitochondriales. À priori, ces résultats 
suggèrent donc que la mitophagie dépendante de PARKIN n 'est pas absolument 
essentielle pour l'élimination des mitochondries dysfonctionnelles dans le muscle 
dystrophique. 
Les différents paradigmes proposés pour expliquer l'absence de modification de la 
fonction mitochondriale lors de l'inactivation de Park2 sont 1) l'absence de cumul 
des dysfonctions 2) l' inactivation de P ARKIN par les ROS 3) la compensation par la 
macro-autophagie et finalement 4) la compensation par une protéine homologue. 
Ce projet de recherche aura également permit de développer une nouvelle technique 
de mesure de la mitophagie dont la précision et la fiabilité restent à valider. 
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Notre second objectif était d'observer l'effet de la perte d'expression partielle du 
gène Nafl, codant pour la protéine NAF-1 sur !'autophagie et la fonction 
mitochondriale des souris mdx. 
Le développement récent d'un modèle de souris transgénique présentant entre autre 
l'augmentation basale du ratio LC3 II/I et du flux autophagie (figure 7.3) [224, 228], 
nous a permis de tester l'hypothèse de l'amélioration du phénotype dystrophique 
musculaire et mitochondriale chez la souris mdx par la stimulation de !'autophagie [4, 
15,241 , 254]. 
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Effet de l'ablation de NAF-1 sur le ratio LC3 11/1 et le flux 
autophagique chez la souris [228] 
Ce modèle développé par l'équipe de Shore, présente en plus d'une augmentation de 
!'autophagie (basale et flux), un large panel de modifications relatives au muscle strié 
squelettique dont un changement du typage de fibre vers un type de fibre lent et une 
diminution de la force musculaire. De plus il a été constaté une modification 
importante des concentrations de calcium intra-réticulaire [228]. 
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Afin d'augmenter la macro-autophagie chez les souris mdx et, considérant qu'un 
excès d'autophagie pourrait être délétère et entrainer une pathologie musculaire 
comme c'est le cas chez la souris Naf r 1- et dans d'autres modèles [268-270], nous 
avons opté pour le croisement hétérozygote de la mutation, afin de générer des souris 
mdx-NafJ +1-. 
Nos analyses du ratio LC3 II/I n'indiquent aucune variation comparable au modèle 
Naf r 1-, soulignant l'absence de modification drastique de la macro-autophagie. 
Toutefois l'absence de mesure du flux autophagique selon les normes établies [262], 
ne nous permet pas de conclure quand à une variation potentielle de l' autophagie dans 
notre nouveau modèle mdx-NafJ+1-. 
Toutefois il est remarquable de constater l'effet de l'ablation partielle de NAF-1 sur 
la fonction mitochondriale. En effet, nos observations au cours de ces travaux 
indiquent une dépression systématique de la consommation d'oxygène supérieur ou 
égale à 25% et ce pour une majorité des états respiratoires sans toutefois que l' ACR 
ne change. De plus on constate une augmentation relative de la relâche nette d'H20 2 
par unité d'oxygène consommée. 
Cette perturbation des fonctions mitochondriales n'est semble t'il pas due à une 
augmentation de la macro-autophagie puisque l'augmentation de la macro-autophagie 
induirait une diminution du contenu mitochondrial et, potentiellement, une 
diminution des dysfonctions mitochondriales. Or chez les souris mdx-Naf 1+1-, on 
constate une forte perturbation des fonctions mitochondriales et aucun des marqueurs 
(activités des enzymes de l'ETC, et CS) n'indique une diminution du contenu 
mitochondrial. 
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Les causes de cette dépression de la respiration et de l'augmentation du stress 
oxydant pourraient provenir des rôles alternatifs de NAF-1 notamment au niveau de 
la régulation calcique. 
NAF-1 interagit avec BCL-2 au niveau du réticulum endoplasmique [224] et son 
absence résulte en une incapacité de BCL-2 à réguler normalement les flux de Ca2+ 
sortant du réticulum, entrainant ainsi une augmentation des niveaux de Ca2+ intra-
réticulaire [224, 228]. Cette diminution du calcium cytosolique peut avoir deux 
conséquences majeures au niveau de la cellule 1) au niveau des mitochondries 2) au 
niveau de !'autophagie. 
Le calcium est essentiel au fonctionnement mitochondrial. En effet, plusieurs 
deshydrogénases du cycle de Krebs ainsi que certains complexes de la chaine 
respiratoire sont activés par le calcium [328-330], permettant ainsi une activation 
simultanée de la contraction et du métabolisme énergétique. En réponse à 
l'inactivation partielle de Nafl, la diminution du calcium cytosolique et ses 
répercussions sur le calcium mitochondrial pourrait donc entrainer une dépression de 
la respiration mitochondriale dans divers états respiratoires. 
Par ailleurs, les travaux de Royer-Hansen ont démontré que la diminution du calcium 
dans l'espace cytosolique entrainait une inhibition de l' autophagie [23 7] . La 
séquestration du calcium intra-reticulaire pourrait donc entrainer une inhibition de 
!'autophagie et par conséquent le ralentissement de la dégradation des mitochondries 
dysfonctionnelles. 
141 
Par conséquent on pourrait établir que la perte d'expression partielle de Naf 1 
entraine la séquestration du Ca2+ dans le reticulum sarcoplasmique diminuant ainsi la 
disponibilité de celui-ci dans le cytosol. Cette modification de l'homéostasie calcique 
mènerait alors à une diminution des fonctions mitochondriales accompagnée d'un 
ralentissement du processus autophagique. Cependant, des études plus poussées sont 
requise afin de déterminer si cette hypothèse permet de rendre compte de la 
dépression respiratoire systématique et la persistance de défauts fonctionnels 
mitochondriaux observés dans nos travaux. 
Considérant l'ensemble de nos résultats, mit en perspective de la littérature fondant ce 
projet, nous avons pu rejeter la théorie d'une accélération du processus autophagique 
dans notre modèle afin d'expliquer les défauts de la fonction mitochondriale 
observés. Les études mené par le groupe de Shore [224, 228] permettent d'établir 
qu'outre le rôle inhibiteur de NAF-1 dans le processus autophagie, cette protéine joue 
un rôle essentiel dans la séquestration du calcium réticulaire. 
Notre étude démontre que l'inhibition partielle de NAF-1 entraîne une dépression de 
la fonction mitochondriale et potentiellement une inhibition de l'autophagie menant à 
l'accumulation de mitochondries dysfonctionnelles dans le muscle dystrophique. 
Afin d'établir plus nettement l' impact de l'ablation partielle de NAF-1 dans le muscle 
de la souris dystrophique et de renforcer l'hypothèse de l' importance du rôle du 
calcium dans l' apparition du phénotype mitochondriale de la souris mdx-Naf 1+1-, 
plusieurs expérimentations devraient être entreprises. 
La mesure du flux autophagique permettrait de confirmer l'absence de changement 
drastique de la macro-autophagie. La mesure du flux mitophagique permettrait 
d'évaluer d'une part un potentiel rôle compensatoire de ce mécanisme mais 
également d'apprécier l' accumulation de ces organelles. 
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Enfin l'évaluation des changements de l'homéostasie calcique cellulaire, ainsi que les 
paramètre de rétention calcique mitochondriale et de susceptibilité du mPTP, 
pourraient confirmer notre hypothèse d'une dérégulation calcique dans notre modèle 
mdx-Naf 1+1-. 
La modulation de l'expression de gènes spécifiques liés à la mitophagie (i.e. Park2) 
et à la macro-autophagie (i.e. Naf 1) ne nous a pas permis, malgré les évidences 
présentes dans la littérature, d' observer leur rôle dans la physiopathologie de la 
DMD. Nos observations permettent d 'établir que le principal obstacle à l'observation 
de ces phénomènes et l' extrême complexité qui les régit. De plus la redondance de 
certains mécanismes cellulaires essentiels (i.e. au moins trois mécanismes connus de 
la mitophagie), ainsi que les divers rôles d'une même protéine (i. e. NAF-1 , inhibiteur 
de !' autophagie et régulateur de l'homéostasie calcique réticulaire) rendent 
1 'élaboration de modèles transgéniques spécifiques plus complexe. Enfin la création 
de lignées transgéniques constitutives peut entrainer l'organisme hôte à développer 
des mécanismes compensatoires annulant l 'effet de la modification. 
Afin de moduler des mécanismes aussi essentiels et fins que l' autophagie ou la 
mitophagie, l'utilisation de drogues spécifiques à ces mécanismes pourrait être une 
des alternatives les plus fructueuse. Toutefois, le développement d' ARN interférant 
injectables ou de lignées transgéniques inductibles sont également des stratégies 
envisageables bien que plus couteuses. 
Dans l' idée de créer des modèles solides de modulation de !' autophagie et de la 
mitophagie, l' obtention de preuves de concept sur des modèles cellulaires ((i. e. 
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fibroblastes de patients, cultures primaires de myoblastes mdx) permettrait à court 
terme d'établir le modèle le plus réalisable et performant pour l'étude de ces 
mécanismes en condition pathologique. 
Enfin la finalisation de la méthode d'estimation de la mitophagie par le flux et le 
développement d'outils spécifiques de mesure de la dégradation mitochondriale, 
permettraient de simplifier l'étude de ce processus cellulaire, et bénéficierait 
largement à la communauté scientifique dédiée à cette (magnifique) organelle. 
CONCLUSION 
Ce travail avait pour but d'établir le rôle de l' autophagie et de la mitophagie dans 
l'optimisation des fonctions mitochondriales dans le muscle dystrophique, afin de 
mieux comprendre ces mécanismes dans la pathologie et potentiellement d' établir de 
nouvelles stratégies thérapeutiques en lien avec ces mécanismes. 
C'est grâce à l'usage de deux modèles transgéniques que nous avons essayé de 
moduler ces deux mécanismes dans le muscle de souris mdx. Toutefois, due à la 
complexité de ces phénomènes, à l' existence de mécanismes compensatoires ou 
redondants due à leur importance au niveau de la cellule, aucune stratégie de 
modulation de l' autophagie ou de la mitophagie n'ont eu le succès escompté. De ce 
fait aucune altération ou amélioration des fonctions mitochondriales n ' ont pu être 
décrites au cours de ces travaux. 
Rôle de la mitophagie sur la fonction mitochondriale du muscle dystrophique 
Malgré les différentes expérimentations menées au cours de cette maitrise, les 
objectifs n'ont pu être atteins intégralement. Nos hypothèses n ' ont put être vérifiées 
face à la complexité des systèmes régissant la mitophagie au sein du muscle 
squelettique dystrophique mais également dû au manque de techniques spécifiques 
pour mesurer la mitophagie. La méthode utilisée au cours de ces travaux et en cela 
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très novatrice et il serait intéressant de la comparer avec les différents moyens connus 
afin de vérifier son efficacité et sa précision. 
Toutefois nous avons pu déterminer que la perte d'expression du gène Park2 chez la 
souris mdx n'entrainait pas d' accumulation de mitochondrie dysfonctionnelles . 
Afin de compléter et d' approfondir ces travaux, une série d'expérience devraient être 
entreprise dont a) l'évaluation de la mitophagie par différentes méthode dont la 
microscopie électronique, b) la caractérisation du flux autophagique des souris mdx-
Parki-1-, c) la mesure de l'expression des gènes responsables des mécanismes 
compensatoires précédemment décrits et la détermination de leur importance dans. le 
mécanismes mitophagique, d) la réalisation d'un modèle inductible de l'ablation de 
Park2 chez la souris mdx afin d'éliminer la compensation potentielle due à la 
modification génétique de la lignée germinale. 
De plus, afin de développer une nouvelle technique de mesure de la mitophagie, il 
devrait être entrepris une série d'expérimentation in vitro et in vivo afin d' établir si la 
mesure de l'accumulation des protéines mitochondriales au cours du blocage de 
l'autophagie pourrait remplacer ou compléter les différentes mesures existantes. 
Rôle de l 'autophagie sur la fonction mitochondriale du muscle dystrophique 
Les hypothèses proposées dans ce travail de recherche n'ont pu être vérifié en raison 
du modèle murin utilisé. En effet, l'ablation partielle de l'expression du gène Naf-1 , 
n'a pas entrainé l'augmentation de !'autophagie basale dans le gastrocnemius comme 
nous l'avions supposé et l'absence de donnée de flux empêche la determination du 
profil autophagique de cette nouvelle lignée. 
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Toutefois les données collectées sur ce modèle ont permis d'élargir le rôle de NAF-1 
dans le muscle strié squelettique dystrophique mais également au niveau de la 
mitochondrie. 
Afin de compléter et d'approfondir ces travaux, une série d' expérience devraient être 
entreprise dont a) l'évaluation d'une potentielle compensation allélique dans le 
modèle hétérozygote mdx-Naf-1+1-, b) la caractérisation du flux autophagique des 
souris mdx-Naf-1 +1-, c) L'évaluation de la perturbation de l'homéostasie calcique au 
niveau cellulaire et mitochondrial, d) la réalisation d'un modèle de modulation de 
l'autophagie par des moyens chimiques ou génétiques, transitoires ou stables, dont la 
cible serait plus étroitement liée à l' autophagie et où la perte d' expression ou la sur-
activation n'aurait peu ou pas de conséquence sur des modulateurs directs de la 
fonction mitochondriale comme l'homéostasie calcique, le stress oxydant ou la 
disponibilité des substrats énergétiques. 
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